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RESUMEN

La entomotoxicologia desde un punto de vista médico legal utiliza a los insectos o
artropodos presentes en el cuerpo como muestra alternativa en la asociacion de toxicos
en el cadaver, esto tiene basicamente dos fines, los efectos que tienen los tdxicos en el
crecimiento de los insectos con el objetivo de la alteracion en el tiempo de estimacion
postmortem. y la determinacién de la presencia del toxico en el cuerpo en forma
indirecta Ambos aspectos fueron estudiados en el presente trabajo. Se evaluo el efecto
que tienen los insecticidas: paration métilico y carbofurano en CLso, estimada en el
presente trabajo, en el crecimiento larval medido en longitud de Chrysomya rufifacies
(Diptera:Calliphoride) especie de interés forense en el estado de Nuevo Leon, en los
resultados obtenidos no se observo una diferencia terminante en el crecimiento al
comparar grupos de larvas expuestas a los insecticidas respecto a sus controles libres de
los tdxicos en cada uno de los estadios larvales ni tampoco en las lineas de crecimiento
generadas al exponer larvas desde su eclosion hasta su etapa de pre pupa a la CLsg
estimada en el primer estadio. Por otro lado se desarroll6 una metodologia para detectar
y cuantificar cocaina por medio de estandar interno (benzoilecgonina-D3) en larvas de
moscas carrofieras por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion acoplado a
Espectrometria de Masas en Tandem, el tratamiento de la muestra (400 mg) consistio en
precipitacion con acetonitrilo con una recuperacion superior a 80 %. Los parametros de
validacion evaluados demuestran, alta sensibilidad, adecuada exactitud y precision. La
utilidad de las larvas como espécimen alternativo fue demostrada al utilizar el método en
muestras reales de dipteros colonizadores en cadaver de humano de interés forense en el

Estado de Nuevo Ledn.



ABSTRACT

The entomotoxicology from a legal perspective use insects or arthropods present in the
carrion as an alternative shown in association toxic in the body, this basically has two
purposes, effects of toxics on insect growth with the objective of utilization in the
estimation time postmortem and determining the presence of toxic in the body indirectly
Both aspects were studied in this paper. The effect that methyl parathion and carbofuran
ClLso in larval growth measured in length of Chrysomya rufifacies (Diptera:
Calliphoride) was assessed, the fly is a forensic interest species in the Nuevo Ledn state,
where the effect was evaluated insecticides results obtained a significant difference in
growth when comparing groups insecticide larvae exposed against their toxic free
controls in each of the larval instar nor in the generated growth lines with newly
hatching larvae to pre pupa stage exposed to LCs, estimated in the first stage. A new
High Performance Liquid Chromatography coupled to Mass Spectrometry tandem
analysis methodology was developed for detect and quantify cocaine by internal
standard (benzoylecgonina -D3) in larvae of carrion flies, treatment of the sample (400
mg ) consisted of acetonitrile precipitation with a recovery above 80 % . The validation
parameters evaluated demonstrate high sensitivity, adequate accuracy and precision. The
usefulness of the larvae as an alternative specimen was shown to use the method in real
samples of Diptera colonizers in human body of forensic interest in the Nuevo Le6n

state.



1. INTRODUCCION

La Entomologia Forense se divide en tres ramas: Entomologia Forense de
Producto Almacenado, Entomologia Forense Urbana y Entomologia Médica Legal,
siendo de esta Gltima la mayor area de estudio por la estimacion del intervalo post-
mortem a través del crecimiento y desarrollo de insectos presentes en el cuerpo en
descomposicion, asi como la sucesion de estos en el cadaver. Otra area de interes
médico criminal es la Entomotoxicologia en la que los insectos o artropodos presentes
en el cuerpo sin vida son utilizados como muestra alterna con dos fines: la
determinacion de la presencia del téxico en el cuerpo en forma indirecta y los efectos
que tienen en el crecimiento de los insectos, con el objetivo de determinar la alteracion
en el tiempo de estimacion postmortem.

Las especies necrofagas constituyen la primera oleada de insectos en una carcasa,
aparecen inmediatamente después de la muerte; numerosas especies de moscas (Diptera)
y escarabajos (Coledptera) son atraidas por cadaveres de donde ellos se alimentan, viven
y crian dependiendo las preferencias biologicas y el estado de descomposicion (Zepeda,
2012). La informacion que pueden proveer, como evidencia bioldgica, es muy valiosa y
poco aprovechada.

En una investigacion criminal, conocer si una persona fue expuesta a toxicos
antes de su muerte representa una informacién invaluable al contribuir en el

esclarecimiento de la causa. Sin embargo, existe discrepancia en cuanto a los métodos de



deteccion y correlacion entre la concentracion encontrada en los tejidos del cuerpo y la
presente en las larvas de dipteros que se alimentan del cuerpo sin vida (Campobasso et
al., 2004).

La mayor parte de la literatura se enfoca en toxicos considerados sustancias
ilicitas como drogas o medicamentos, muy poco se ha estudiado con relacién a los
insecticidas aln y cuando la intoxicaciones letales por estas sustancias resulta en
incidencia semejante a la ocasionada por los considerados psicotropicos Yy
estupefacientes.

La susceptibilidad de los insectos ha sido evaluada a los diferentes grupos
toxicologicos de insecticidas; sin embargo, tales efectos de los plaguicidas en especies
necrofagas de importancia forense son escasos. Establecer la identidad del tdxico o
algin metabolito presente en las larvas de mosca necrofaga ayudaria a reconsiderar una
estimacion del tiempo postmortem o causa de muerte ya que los toxicos pueden influir
en el crecimiento, la rapidez de desarrollo y talla de los insectos necrofagos (Byrd y
Castner, 2001). Hasta el momento, no se han reportado valores de concentracion letal
media de toxicos (CLsg) en larvas de dipteros carrofieros; ademas de como influye en su
crecimiento la exposicidén a concentraciones subletales de los mismos, en el presente
estudio ambos aspectos fueron considerados como motivo de investigacion.

Una de las principales sustancias ilicitas de mayor incidencia de consumo en la
poblacion es la cocaina, esta sustancia como tal se relaciona con el crimen en diferentes
aspectos de la muerte ilegal, por tal motivo se desarrollo, validé y aplico una
metodologia analitica apropiada para la deteccion de cocaina en larvas de moscas

carrofieras como espécimen alternativo.



2. ANTECEDENTES

2.1 Forense

En la actualidad, en el noreste de México la violencia extrema es tan
lamentablemente familiar que los términos y expresiones como “ejecucién”, “cocinar”,
“levanton”, “topeton”, “dar piso”, “ajuste de cuentas”, entre otros, describen un
significado propio o coloquial y ajeno a su significado literal ya que estan muy
relacionados por la opinion publica con un hecho delictivo.

Bajo este escenario de confusion de términos y la influencia de series de
television como CSI (Crime Scene Investigations), Medical Detectives, Extreme
Forensics, Boones, etc.), resulta interesante que el término forense se relacione mas a
muerte en un sentido criminal que a su verdadero y simple significado “Forense”, de
foro (del latin forum), describe un lugar pablico, una tribuna y como tal con audiencia,
manera en la que se llevan a cabo las audiencias judiciales en general para esclarecer
conflictos en un marco de legalidad.

De tal forma que un forense es aquel que participa en un foro judicial en el
sistema de un Estado. Es comin encontrar que como adjetivos los términos “legal” y
“forense” se usen indistintamente, estos se deberan considerar correctamente como

sinénimos (Cabanellas, 2003).



2.2  Entomologia Forense

Bésicamente la Entomologia Forense es la interaccion entre la rama de los insectos y
el sistema judicial, esto se da cuando los propios insectos o sus acciones puedan ser
utilizados como evidencia (Goff, 2003; Capinera, 2008). En el sentido de esta definicion
el objeto de estudio son los insectos como indicio y como tales pueden considerarse
como testigos mudos pero veraces de un delito o crimen. Generalmente es mejor
conocida por una de sus ramas la Entomologia Médica Forense, de hecho ambos
términos son mencionados indistintamente y hasta por los mismos Entomélogos (Goff,
2003) ademas cuenta con dos ramas mas de estudio: la Entomologia Forense Urbana y la

Entomologia Forense de Producto Almacenado (Hall, 2008 y 2010).

2.2.1 Entomologia Forense Urbana

Es el estudio de una gran variedad de insectos de interés legal, principalmente
como resultado de los dafios que causan a una casa habitacion, por ejemplo las termitas
y escarabajos que causan destruccion en madera; derméstidos que dafian y destruyen
pieles de animales de adorno o vestimenta. Ademas de los insectos que son considerados
también como plagas urbanas, siempre y cuando estén dentro de un proceso legal (Byrd
y Castner, 2001).

En Meéxico, la aplicacién de esta rama estd documentada en la NOM-144-

SEMARNAT-2012 (SEMARNAT, 2012) ain y cuando no se menciona el término es



necesaria su aplicacion para determinar la presencia de una plaga viva en madera
embalada y certificada bajo la norma, tal incumplimiento estaria sujeto a una infraccion
la cual se sancionaria en los términos de la Ley General de Desarrollo Forestal
Sustentable, su reglamento y demas disposiciones legales aplicables.

Otra implicacion legal bajo esta misma rama son los dafios y perjuicios
ocasionados por moscas en la propiedad de los residentes cercanos al area donde se
encuentra ganado, granjas o instalaciones con material organico en descomposicion. El
potencial dafio de estas moscas no solo es material, como en la depreciacion de las
propiedades, es también en el de salud publica ya que en general son consideradas como

vectores mecanicos de enteropatogenos.

2.2.2 Entomologia Forense de Producto Almacenado

Bajo esta categoria se encuentra el estudio de insectos asociados en productos
generalmente alimenticios. Ejemplos, en sentido normativo de la aplicacion de la
Entomologia Forense de Producto Almacenado son el estudio de insectos o sus partes
consideradas como materia extrafia en productos como cereales y harinas que se
encuentran regulados por la Secretaria de Salud, NOM-147-SSA1-1996(SSA, 1999). En
esta misma rama los insectos son considerados como fauna nociva asociados a los
establecimientos que se dedican al proceso de alimentos, bebidas o suplementos

alimenticios de acuerdo a la NOM-251-SSA1-2009 (SSA, 2010).



2.2.3 Entomologia Médica Forense

En esta rama, los insectos en estudio son todos los que puedan ser utilizados en el
esclarecimiento de crimenes perpetrados contra humanos o vida silvestre, en ocasiones
el término puede expandirse hasta incluir otro tipo de artrépodos (Gennard, 2007; Hall,
2008, 2010). En el caso de investigaciones forenses, en las que se inicien o relacionen a
cadaveres, las aplicaciones generalmente se enfocan en el estudio de dipteros y
escarabajos. En algunas familias, solo los estadios juveniles son los que se alimentan y
consumen el cadaver, en otros tanto juveniles como imagos se alimentan del cuerpo. La
Entomologia Médica Forense puede ayudar a esclarecer los acontecimientos previos e
incluso posteriores al fallecimiento de la persona.

Insectos necrofagos, principalmente de los drdenes diptera y coledptera, son
atraidos por el cadaver y lo hacen en una sucesion caracteristica; otros insectos del orden
coledptera y de diferentes ordenes e incluso otras clases de artrépodos, son atraidos por
el cuerpo en descomposicion debido a que son depredadores y parasitoides de los
insectos presentes, estos grupos de artropodos también son Utiles en la investigacion en
criminalistica (Goff, 2003; De Jong y Hoback, 2006; Silva-Mello y Aguiar-Coelho,
2009; Zepeda 2012).

Con base en la estimacion de la edad de los insectos necréfagos o bien por el
analisis de la composicion de especies sobre el cuerpo, ecologia, distribucién geogréafica
y comportamiento, es posible la estimacion del intervalo post-mortem (Ament et al,.
2011), el estudio es quiza el mas conocido que cualquier otro, quiza porque para los
investigadores criminales responde la primer pregunta y constante que se formula al ver

un cadaver en descomposicion y esta es ¢cuando?, sin embargo, esto no implica que sea



el mas importante, si bien siempre es necesario establecer el momento del fallecimiento
en una investigacion, también es importante determinar o detallar la causa, el
mecanismo, los sucesos y las condiciones relacionadas con el deceso.

Ademas de lo antes descrito, nuevos campos o aplicaciones de la entomologia
forense se han establecido, entre ellos los estudios toxicoldgicos y moleculares que se
llevan a cabo en los insectos presentes en el cuerpo en descomposicién que puede
ayudar a determinar, ademas de la causa de muerte, la identidad de la victima gracias a
la asociacion de las larvas con su alimento, por ejemplo cuando el cuerpo ha sido
deliberadamente removido y las larvas aun estan presentes en el lugar (Ament et al.,
2011).

Algunas especies de moscas no solo estan presentes en el cadaver, también estan
presentes en cuerpo vivo causando una infestacion conocida como miasis, la cual en
algunos casos pueden llegar a ser mortal, generalmente cuando se asocia con lesiones
cerebrales o de otras partes del sistema nervioso (Zufiga, 2009; Diaz et al., 2011). El
estudio de las larvas, en estos casos, puede ser utilizado en conjunto con las
observaciones médicas en la autopsia para determinar la causa de la muerte

El conocimiento del sustrato alimenticio y la forma de alimentarse de los insectos
también es utilizando en materia medico legal, por ejemplo: la caracterizacion de
manchas de sangre proveniente de las moscas al regurgitar y excretar fluidos del cadaver
en las superficies cercanas, esto es Util para identificarlas y diferenciarlas de la sangre
proyectada proveniente del impacto o laceracion violenta sobre el cuerpo en el momento
del crimen, de tal forma que no interfieran en la determinacién del lugar del hecho
violento en el que se proyecto la sangre del cuerpo (Bevel y Gardner, 2008; Zuha, et al.,

2008).



Las lesiones causadas por la actividad alimenticia de las hormigas sobre la piel
del cadaver pueden ser confundidas con las lesiones causadas por una gran variedad de
armas utilizadas sobre el cuerpo, tanto postmortem como antemortem, la caracterizacion
de las lesiones causadas por hormigas es Gtil en su identificacién al momento de la
autopsia en donde se podria mal interpretar el hallazgo (Byrd, 2005). No solo la
actividad de los insectos sobre o en el cadaver es (til en la investigacion criminal,
también la actividad que se desarrolla posterior al contacto con el cadaver, tal es el caso

del movimiento del cuerpo seguido de la muerte.

2.3 Sucesion de insectos en el proceso de descomposicion de un cadaver

Se han utilizado diferentes medios para el analisis de las especies de insectos
necrofagos asociadas a un cadaver. Una de las mejores fuentes de informacion proviene
de los mismos casos de homicidios previos que cuenten con registros detallados de las
especies encontradas. Diversos autores han recopilado informacion valiosa a partir de
numerosos estudios de caso en los que se describen las circunstancias bajo las cuales se
presentan diferentes especies y la forma en que contribuyen a la resolucién de crimenes
(Benecke, 2004; Nava-Hernandez et al., 2007; Quiroz-Martinez y Rodriguez-Castro,
2007; Molina-Chavez et al., 2010; Simmons et al., 2010).

De esta forma, y por primera vez, se han obtenido registros de especies de
insectos con importancia forense, como es el caso de Chrysomya rufifacies Macquart
que fue informada en Tailandia en un cuerpo sin vida de un varon de 40 afios de edad,
aun cuando no existian registros previos de este califorido para la region del hallazgo

(Sukontason et al., 2001). De forma similar, Megaselia scalaris (Loew) que fue



encontrada por primera vez en el sur de Italia durante la exhumacion de un cuerpo
(Campobasso et al., 2004).

Conforme ha cobrado interés la Entomologia Forense, se ha hecho énfasis en la
ecologia de las comunidades de insectos sarcosapréfagos. Los estudios méas frecuentes
en este campo han sido aquellos encaminados a describir la sucesion de especies en
cadaveres. Para fines cientificos, el cuerpo humano constituye la mejor y mas confiable
fuente de informacidn forense (Byrd y Castner, 2001; Vergara-Pineda et al., 2009).

Los restos humanos son dificiles de conseguir por lo que dificultan los estudios
con este tipo de cadaveres, ademas de requerir sitios especiales donde llevar a cabo los
estudios. Por esta razon, el cerdo Sus scrofa ha sido considerado como el modelo mas
apropiado en estudios forenses. Es un animal omnivoro, tiene fauna intestinal que se
asemeja a la del humano, carece relativamente de pelo y tiene una piel muy similar a la
del humano (Anderson y Van Laerhoven 1996).

La estructura de las comunidades de insectos y tasas de descomposicion en
cuerpos de humanos de adultos e infantes fueron comparados con aquellos presentes en
el cerdo, encontrando que no existe diferencia significativa en la composicion. La
putrefaccion de cerdos sucede al mismo ritmo que en los seres humanos que tienen el
mismo peso (Campobasso et al., 2001).

Cadaveres de todo tipos y tamafios han sido utilizados en estudios de
descomposicién, el listado incluye ovejas (Deonier, 1940), conejillos de indias
(Bornemissza, 1957), cerdos (Payne 1965; Tullis y Goff, 1987; Haskell, 1989; Anderson
y Van Laerhoven, 1996; Tessmer et al, 1995; Richards y Goff, 1997; Byrd, 1998; de
Carvalho et al., 1999; Shaid et al., 1999; Davis y Goff, 2000; de Carvalho y Linhares,

2001; Wolff et al., 2001; Tenorio et al., 2003; Watson y Carton, 2003; Centeno, 2007,
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Gruner et al., 2007; Quiroz-Martinez y Rodriguez-Castro, 2007; Flores-Pérez et al.,
2007; Biavati et al., 2010; Molina-Chavez et al., 2010; Sabauogluy y Sert, 2010;
Simmons et al., 2010; Mulieri et al., 2012), zorros (Easton y Smith, 1970; Smith, 1975),
lagartijas y sapos (Cornaby, 1974), conejos (Denno y Cothran, 1975; Tantawi et al.,
1996; Bourel et al., 1999; Calderon-Arguedas et al., 2007; Simmons et al., 2010;
Bachmann y Simmons, 2010). El listado continua con ardillas (Johnson, 1975), ratones
de campo (Lane, 1975) elefantes (Coe, 1978), ratones (Putnam, 1978; Blackith y
Blackith, 1989), impala (Braack, 1981), perros (Jiron y Cartin, 1981; Early y Goff, 1986;
Richards y Goff, 1997), tortugas (Abell et al., 1982), focas (Lord y Burger, 1984b),
gaviotas (Lord y Burger, 19849, gatos (Early y Goff, 1986), ratas (Greenberg, 1990;
Tomberliny y Adler, 1998; Faucherre et al., 1999; Kocarek, 2001; Simmons et al.,
2010), aves de corral (Hall y Doisy, 1993; Quintero-Martinez et al., 2007), 0s0s negros
(Anderson, 1998; Peters, 2003; Watson y Carlton, 2003; Vannin et al., 2007), mapaches

(Joy et al., 2002), lagartos (Watson y Carlton 2003) y venados (Watson y Carlton 2003).

2.4 Curvas de crecimiento

El periodo entre la muerte y el descubrimiento de un cadaver, llamado como
intervalo postmortem (IPM), es de gran valia en la reconstruccion de los eventos que
rodean a la muerte de un ser humano; los entomologos pueden estimarlo usando las
larvas més viejas que puedan encontrarse en los restos (Gallagher et al. 2010). Un
grafico que demuestre el crecimiento de las larvas por horas es de mucho apoyo para
estimar el tiempo, pero aun seguira siendo importante aplicar la metodologia para
determinar las unidades calor acumuladas expresadas en términos de horas para definir

un tiempo mas aproximado al momento de los hechos; es bien sabido que el desarrollo
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de los insectos se ve influenciado por la temperatura ambiental. Esta es la informacion
que requiere ser obtenida bajo un esquema de localidad debido a las adaptaciones que la
poblacién de las mismas especies han adquirido a través del tiempo en su lugar de

origen.

2.5  Entomotoxicologia

2.5.1 Definicion

Es un término que se le ha dado al analisis de toxicos en artropodos que se
alimentan de carrofia (principalmente en moscas y escarabajos). Sus principales
objetivos han sido: la utilizacion de insectos carrofieros como un espécimen toxicolégico
alternativo del cuerpo o remanentes del que se alimentan y el estudio del impacto que
tienen los toxicos o contaminantes presentes en los tejidos en el desarrollo de los

estadios inmaduros (Goff y Lord, 2010; Murthy y Mohanty, 2010).

2.5.2 Efecto de téxicos en el desarrollo de los estadios inmaduros.

Una de las bases de la estimacion del intervalo post mortem, particularmente
entre las primeras dos a cuatro semanas, es que se asume que los insectos se
desarrollaran a una razon predecible dada por las condiciones ambientales. Si bien es
cierto que existe influencia de la temperatura en el metabolismo y desarrollo del insecto,
existen factores que pueden influenciar y por lo tanto deben de tomarse en cuenta los
siguiente: la presencia de la masa de larvas que por su actividad puede generar una
temperatura mayor a la ambiental, causando un incremento en la tasa de crecimiento

(Higley y Haskell, 2010); el tipo de alimento, el cual determina la calidad nutrimental de
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la dieta; la presencia de toxicos o contaminantes, estos Ultimos pueden tener un efecto en
los insectos carrofieros acelerando o desacelerando su crecimiento, dependiendo de la

sustancia y concentracion de la misma.

2.5.3 Utilizacién de insectos como espécimen toxicoldgico alternativo.

Como parte de la autopsia de un cadaver se colectan diversas muestras para
llevar a cabo estudios con el objetivo de determinar las condiciones o posibles causas de
su muerte. En el caso de estudios toxicoldgicos, las muestras que son colectadas son de
dos tipos: primero fluidos como sangre, orina y bilis; en segundo lugar tejidos sélidos
como el higado, cerebro y rifiones, incluso el contenido gastrico es util (Villanueva,
2010; Martinez y Hernandez, 2010).

La colecta de las muestras requeridas para el andlisis no presenta mayor
problema en cuerpos de muerte reciente o en estado fresco, los fluidos y tejidos se
encuentran presentes y distinguibles con facilidad para el investigador; sin embargo, este
trabajo se torna complicado al tratar de llevar a cabo la colecta de las muestras y su
estudio en estados de descomposicion subsecuentes al fresco, que en orden secuencial
son: hinchado, putrefaccién, putrefaccion tardia y esqueletizacion. Histéricamente ha
sido dificil obtener informacion toxicolégica del cadaver (Goff y Lord, 2010;
Villanueva, 2010), la razén es que los especimenes para estudio no se encuentran o han
sido modificados, mezclados y degradados.

Un espécimen alterno para estos estudios son las larvas de moscas, las razones
que las hacen viables son las siguientes:

- Por su disponibilidad en los estados de descomposicion siguientes a la etapa fresca

del cadaver. En los primeros instantes que siguen a la muerte, a veces ya en agonia,
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ciertos insectos, como las moscas, acuden a poner sus huevos sobre los cadaveres,
en los que eligen determinadas partes: hendidura palpebral, comisura de los labios,
abertura vulvar, etc., de tal forma que las larvas estan presentes alimentandose del
cuerpo en las siguientes etapas de descomposicion (Villanueva, 2010).

- Como matriz analitica para su analisis, las larvas ofrecen una composicion
controlada. A diferencia del tejido del que se alimentan, por razones fisioldgicas
compatibles con su vida, las larvas deben mantener una homeostasia, razén por la
cual mantienen cierta composicion controlada a lo largo de sus estadios.

- Presentan bioacumulacion de toxicos. Se ha encontrado suficiente evidencia que
indica que las larvas de moscas que se alimentan con sustratos contaminados con
algunos toxicos presentan una concentracion del mismo superior a la presente en el

sustrato (Goff y Lord, 2010).

2.6 Investigaciones realizadas en materia de entomotoxicologia.

2.6.1 Efecto en el desarrollo de los estadios inmaduros al alimentarse de tejidos

con toxicos o contaminantes.

Generalmente, las moscas de la familia Calliphoriadae son las estudiadas para
determinar el efecto que tienen en su crecimiento larval diversos tipos de sustancias
toxicas, ilicitas y no ilicitas. Las especies estudiadas son las que se encuentran en las
regiones en donde se llevan a cabo los estudios, ain y cuando estas no son endémicas,
por su presencia y actividad, son de interés forense en la region.

Altunso y Basaran (2011), evaluaron el efecto del talio en la tasa de crecimiento

en larvas de Lucilia sericata Meigen (Diptera: Calliphoridae), observaron que el tiempo
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requerido para llegar a la méxima longitud larval fue significativamente mayor en las
larvas alimentadas con sustrato contaminado con concentraciones de: 0.12, 0.25, 0.50,
1.00 y 2.00 png/g, respecto a un control alimentado con sustrato libre del metal.

También, se han evaluado las sustancias de comercializacion ilegal, Lopes de
Carvalho et al., (2012), evaluaron el efecto en el crecimiento de larvas de Chrysomya
putoria Wiedemann (Diptera: Calliphoridae) y Chrysomya albiceps Wiedemann
(Diptera: Calliphoridae), alimentadas con higado de conejo sacrificado con
concentraciones letales de cocaina, ellos encontraron que el crecimiento larval fue
acelerado en los tratamiento con cocaina respecto al control.

George et al., (2009), estudiaron el efecto de la morfina en el crecimiento larval
de Calliphora stygia Fabricius (Diptera: Calliphoridae), a quienes se les proporcion6
alimento para perro con tres diferentes concentracion del toxico: 2.00, 10.00 y 20.00
ug/g; determinaron en base a mediciones de longitud larval que no existié diferencia
significativa en ninguna concentracion evaluada respecto al control.

Estudios, con el mismo objetivo, se han llevado a cabo al evaluar el efecto de
insecticidas. Liu et al., (2009) y Wei et al., (2010), reportaron que la presencia de
malation en el sustrato, disminuyé la tasa de crecimiento larval de Chrysomya
megacephala Fabricius (Diptera: Calliphoridae) y esto puede alterar la estimacion del
intervalo post mortem. Wei et al., (2010); reportaron que las larvas de especie de moscas
mas abundantes en los cadaveres de conejos tratados con dosis letal y dosis media letal
fueron de Ch. megacephala. Por otra parte Abd El-bar y Sawaby, (2011), encontraron
gue no existe diferencia entre las especies de insectos colonizadores en cadaveres de

conejos intoxicados con pirimifos metil respecto a los de cadaveres de conejos control
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sacrificados por asfixia, la especie de mayor abundancia fue Ch. albiceps, la cual
constituyo el 76% de todas las muestras colectadas.

Martinez et al., (2009), compararon la secuencia de aparicion de entomofauna
necr6faga en cerdos Sus scrofa intoxicados con dosis letales de paration metilico y los
compararon con controles sacrificados humanitariamente; encontré que las larvas
presentes, tanto en los tratamientos como en los controles fueron las mismas familias de
dipteros (Calliphoridae, Musidae, Piophillidae y Sarcophagidae) y coledpteros
(Histeridae, Staphhylinidae, Cleridae, Dermestidae, Scarabaeidae, Silphidae, Nitidulidae
y Trogidae).

En los estudios antes mencionados exponen a las larvas a concentraciones letales,
sin embargo no se ha estimado aun la susceptibilidad en términos de concentracion letal
media (CLso) en estadios larvales de moscas carrofieras de interés forense, asi como
tampoco el efecto de estas concentraciones subletales en el crecimiento. Resulta
interesante considerar experimentar con insecticidas, primero porgue estas sustancias
son utilizadas para controlar insectos y segundo porgue los humanos estamos expuesto a

ellos ya sea de forma accidental, negligente y hasta intencional (Gupta, 2006).

2.6.2 Insectos como espécimen toxicologico alternativo.

Diversos estudios, con diferentes metodologias y técnicas analiticas, se han
desarrollado con la finalidad de detectar y cuantificar toxicos de interés médico legal en
larvas de moscas principalmente de la familia Calliphoridae. Gosselin et al., (2010),
desarrollaron y validaron un método para la deteccion y cuantificacion de metadona y

uno de sus metabolitos en larvas de tercer estadio de L. sericata; la extraccién de los
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analitos se llevé a cabo con 1-clorobuteno pulverizando el cuerpo completo de las
larvas, posteriormente el extracto fue secado y resuspendido en fase movil, la
recuperacion fue mayor al 66%, el andlisis de deteccion y cuantificacién fue en un
Cromatdgrafo de Liquidos acoplado a un Espectrometria de Masas en Tandem (CLAR-
EM-EM).

Kharbouche et al.,(2008), confirmaron la utilidad de las larvas de moscas como
espécimen alterno en estudios de toxicologia al determinar la presencia de codeina en
larvas, pupas e imagos de L. sericata, las cuales fueron previamente alimentados de
higado de cerdo contaminado con el toxico; ademas evaluaron el efecto en el desarrollo,
encontraron que las larvas alimentadas con el sustrato contaminado retraso su desarrollo
en comparacion con las que consumieron el sustrato control libre de téxico.

Bushby et al., (2012), examinaron el potencial de las larvas de L. sericata y
Calliphora vicina Robineau-Desvoidy (Diptera: Calliphoridae), como material
alternativo para la determinacién de metilfenidato, mediante extraccion liquido-liquido
con la que recobraron el 80% Yy su analisis por Cromatografia de Liquidos acoplada a
Espectrometria de Masas en Tandem. Determinaron ademas la bioacumulacion del
toxico al encontrar una concentracion superior en las larvas respecto al sustrato
consistente en cerebro de cerdo contaminado.

Los estudios anteriormente citados, coinciden en que las larvas de moscas
carrofieras fueron Utiles como espécimen alterno en los estudios de toxicologia
postmortem. En el Estado de Nuevo Ledn, las sustancias ilicitas de mayor incidencia en
investigaciones forenses son marihuana y cocaina. Al comparar ambas sustancias,
resulta de mayor interés experimentar con la cocaina debido a que no existen reportes en

todo el mundo que establezcan una muerte por sobredosis por consumo del vegetal
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Musshof, 2004), en contraste con la cocaina en donde incluso en el estado de Nuevo
Leon ya han sido documentadas.

Por otra parte, el tiempo que tarda el cuerpo humano en desintoxicarse posterior
al consumo de las sustancias activas de la marihuana (cannabinoides) son
considerablemente mayor a la cocaina y sus metabolitos, esto se debe a que las
provenientes del Cannabis, por su naturaleza lipofilica, son retenidas en los tejidos
grasos lo que convierte al cuerpo humano en un organismo bioacumulador de estas
sustancias (hasta por 30 dias), en contraste la cocaina y sus metabolitos son eliminados
con una mayor rapidez del cuerpo humano (de 3 a 4 dias), esto significa que la
concentracion de cocaina en el cuerpo decae a niveles trazas incluso indetectables. Por
lo anteriormente mencionado justifica a la cocaina como una droga de interés para

desarrollar la metodologia de deteccidn en larvas de moscas.
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3. HIPOTESIS

Ante la nula informacion generada sobre Entomotoxicologia en México,
considerando la importancia y relevancia que traeran metodologias y resultados que
puedan ser reproducibles y que apoyen la investigacion en criminalistica se han
planteado las siguientes hipodtesis:

La exposicion de larvas de moscas de importancia forense a toxicos como las
sustancias insecticidas paration metilico y carbofurano, disefiadas para controlar
quimicamente a plagas de insectos, asi como su potencial incorporacion a la biomasa de
la larva, modifica el patron de crecimiento y desarrollo larval de moscas de una especie
de interés forense en el estado de Nuevo Ledn, México.

La técnica analitica de Cromatografia de Liquidos acoplada a Espectrometria de
Masas en Tandem determina de forma indirecta la presencia de cocaina en cuerpos
humanos en el estado de Nuevo Ledn, México, utilizando larvas de dipteros carrofieros

como muestra alterna de andlisis.
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4. OBJETIVOS

4.1  Objetivos Generales

Generar informacion relativa al ciclo de vida, al efecto y deteccion de toxicos en

larvas del Chrysomya rufifacies (Diptera: Calliphoridae).
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4.2

Objetivos Particulares

Identificar la entomofauna en cadaveres de humano en el Servicio Médico
Forense de la Procuraduria General de Justicia en el Estado de Nuevo Ledn,
durante el periodo de enero a mayo de 2009.

Construir una linea de crecimiento para Chrysomya rufifacies (Diptera:
Calliphoridae) en condiciones de laboratorio.

Estimar de la concentracion letal media (CLsp) de paration metilico vy
carbofurano en los tres estadios larvales de Chrysomya rufifacies (Diptera:
Calliphoridae).

Determinar el efecto de la concentracién letal media (CLso) de paration metilico
y carbofurano en el crecimiento larval de Chrysomya rufifacies (Diptera:
Calliphoridae).

Desarrollar y validar la metodologia para la deteccidn y cuantificacion de cocaina
en larvas carrofieras, mediante la técnica de Cromatografia de Liquidos Acoplada
a Espectrometria de Masas.

Aplicar la metodologia estandarizada para la deteccion y cuantificacion de
cocaina en larvas carrofieras obtenidas de cadaveres humanos en el estado de

Nuevo Ledn.
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5. MATERIAL Y METODO

5.1 Revisién de cadaveres de humano en el Servicio Médico Forense de la

Procuraduria General de Justicia en el Estado de Nuevo Ledn.

Durante los periodos de enero a mayo de 2009 y de junio a octubre de 2010
fueron revisados un total de 20 cuerpos sin vida, correspondiendo a 10 por cada periodo,
los cuerpos fueron examinados en el Servicio Medico Forense (SEMEFO) de la
Procuraduria General de Justicia en el Estado de Nuevo Leon (PGJNL) (Tabla 1),
tratando de encontrar insectos de importancia forense que hayan colonizado los
cadaveres, enfocandose principalmente a la colecta de larvas de dipteros.

De la base de datos que elaboran estos organismos procuradores de justicia fue
tomada la informacion de utilidad para este estudio, de la cual en 10 casos se
encontraron insectos en alguna etapa del desarrollo, correspondiendo tres para el afio del
2009 vy siete para el 2010. Por razones de seguridad y sigilo el nimero de autopsia o
parte anatdmica no corresponde al establecido en el SEMEFO, el descrito en el presente
escrito solo es ilustrativo y fue asignado en forma consecutiva y el afio de recoleccion en
los cuerpos que presentaron colonizacion. Como podra apreciarse en la tabla el estado de
descomposicién es muy importante de registrar ya que podra correlacionarse con la
colonizacion y el tiempo postmortem, el mecanismo de deceso implica para el

conocimiento comun la causa de muerte.
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Tabla 1. Cadaveres humanos de donde se colectaron insectos de importancia forense en el SEMEFO de la

PGJNL durante los periodos de enero a mayo de 2009 y junio a octubre de 2010.

Autopsia desfgtrﬁ(;gs?gién Fecha Mecanismo de deceso
01-09 Putrefaccion enero 2009 Homicidio
02 -09 Fresco marzo 2009 Enfermedad
03-09 Saponificacion abril 2009 Homicidio

Parte 04-10 ~Putrefaccion junio 2010 Se desconoce

05-10 Putrefaccion marzo 2010 Homicidio
06-10 Putrefaccion marzo 2010 Homicidio
07-10 Putrefaccion marzo 2010 Enfermedad
08-10 Putrefaccion abril 2010 Enfermedad
09-10° Fresco mayo 2010 Homicidio
10-10 Putrefaccion septiembre 2010 Homicidio

% El sustrato donde se colectd fue una prenda tipo sudadera, de fabricacion sintética, impregnada de sangre
del cadaver.

Cada uno de los cuerpos fue examinado previo a la autopsia, las evidencias
entomoldgicas fueron colectadas directamente con las manos cubiertas con guantes de
latex y pinzas de exploracion quirargica, posteriormente fueron colocadas en el interior
de recipientes de plastico de un litro con 300 g de higado fresco de res, el cual fue
cubierto con malla de nylon para permitir su ventilacion y se mantuvo en el interior de

una incubadora a una temperatura constante de 30 °C, con una humedad relativa del
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70%. Alcanzada la etapa post-alimentaria, las larvas fueron colocadas en otro recipiente
con tierra seca para su etapa de pupa. Una vez emergidos, los adultos fueron separados e
identificados con claves de Whitworth (2006), Vélez y Wolff (2008) y Florez y Wolff
(2009). La especie elegida para el presente estudio fue Chrysomya rufifacies debido a

que se presentd en mayor incidencia en el grupo de cadaveres revisados.

5.1.1 Mantenimiento de la colonia

El material colectado de los cadaveres en el afio 2009 fue utilizado como pie de
cria. Los adultos de Ch. rufifacies restantes de la identificacion fueron mantenidos en
jaulas de policarbonato de 40 x 40 x 40 cm a 24 °C, humedad relativa de 55 a 75% vy
fotoperiodo de 12/12 h; la dieta proporcionada fue oligidica en medio axénico
consistente en sacarosa en grano y sacarosa disuelta al 10 % P/, en agua potable; ademas
les fue proporcionado higado fresco de res como alimento y sustrato de ovoposicion
(Nation, 2001).

De la colonia se obtuvieron los huevos y larvas requeridas para los ensayos que
son descritos a continuacion, segun el experimento se trabajo con masa de huevos y/o
larvas, las cuales se lograban obtener de una jaula al suministrar higado fresco de res a la
dieta en los siete dias posterior a la emergencia de los adultos, del octavo al 14avo dia no
se expuso y a partir del 15avo dia posterior nuevamente se expuso higado fresco para la
ovoposicion, la secuencia anterior se llevd a cabo con la finalidad de contar con la
mayor cantidad de huevos por masa al sincronizar la mayor cantidad de hembras en su
ovoposicion. Esta sincronia fue necesaria debido a que algunas hembras maduraban

sexualmente antes gue otras.
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5.2 Linea de crecimiento de Chrysomya rufifacies obtenida en condiciones de

laboratorio

5.2.1 Linea de crecimiento y tiempo de muda.

Antes de estimar la CLsy en cada uno de los tres estadios fue necesario
determinar los tiempos de duracion de cada uno en el desarrollo larval a fin de establecer
el momento adecuado de exposicion, la estrategia establecida para obtener estos datos
fue: llevar a cabo lineas de crecimiento en las que describieran el largo y ancho larval en
funcion del tiempo, asi como la observacion de cada una de las larvas para definir cada
estadio larval y la muda.

Una masa de huevos fue colocada en un recipiente plastico de 3.75 L con un kg
de higado de res, cubierto con malla de nylon para permitir su ventilacion y se mantuvo
en el interior de una incubadora microbiolégica, marca J.M. Ortiz, a una temperatura de
27 £ 1 °C y humedad relativa de 56.9 + 7.75%; cada 25 min fue monitoreada la masa de
huevos hasta su eclosion, momento que se definié como tiempo 0, posteriormente cada
dos horas fueron extraidos grupos de 10 larvas hasta la etapa post-alimenticia las cuales
fueron sacrificadas por inmersién en agua caliente por 30 segundos a una temperatura
mayor de 80 °C, pero sin llegar a ebullicién, después fueron colocadas en tubos de
ensayo con etanol al 70 % (Amendt et al., 2007). La temperatura y humedad fueron
registradas con un termo hidrometro digital (+ 0.1°C).

Debido a las caracteristicas necesarias para identificar las larvas de mosca se

hace necesario matarlas en agua caliente y después preservarlas en etanol. La generacién
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de las lineas de crecimiento se llevo a cabo con los datos obtenidos al medir la longitud
y ancho de cada una de las larvas con un micrometro vernier marca scala®, de 0.1 mm
de gradacion y su respectivo tiempo de monitoreo o edad larval. El estadio de cada una
de las larvas se determiné en base al nimero de hendiduras traqueales presentes en los

espiraculos posteriores.

5.2.2 Analisis de datos

Los registros de longitud y anchura de las larvas fueron analizados mediante la
regresion lineal, coeficiente de correlacion y coeficiente de determinacion para conocer
la tendencia del coeficiente de correlacion, la asociacion entre la longitud y anchura
corporal con el tiempo posteclosion; asi como su significancia para esta parte del
estudio. Para determinar diferencias de longitud entre los tiempos de muestreo los datos
fueron analizados mediante la prueba t-student con el software Microsoft Excell 2007,

con significancia de 95 %.

5.3 Estimacion de la CLso de paration metilico y carbofurano en los tres estadios

larvales

5.3.1 Bioensayos

Los insecticidas utilizados fueron dos, el primero de ellos el paratiobn metilico
(Metilico 720 ®) de Agroquimica Tridente LOTE 6563, Ciudad de México, Distrito
Federal, México. Insecticida organofosforado (OP) para el control de plagas en cultivos
de jitomate y citricos como limonero y naranjo. El segundo fue el Carbofurano (Furadan

350®) de FMC Agroquimica de México LOTE 02132107, Ciudad de Zapopan, Jalisco,
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Meéxico, insecticida del grupo toxicolégico de los carbamatos recomendado para el

control de plagas en cultivos de maiz y melén (SENESICA, 2011).

En un inicio, se considero el sustrato como filetes de higado de res de 20 g y su
impregnacion por sumersion; sin embargo, no fue adecuado debido a que los resultados
de los ensayos no fueron reproducibles, ademas no mostraban una relacién directa de la
mortalidad con la concentracion del toxico. El sustrato fue licuado y la impregnacion del
mismo fue mediante diluciones de concentraciones del insecticida, de esta manera se
distribuyo uniformemente y no solo en la periferia o capa superficial, en comparacion
con un filete. La cantidad de sustrato de 20 g se establecid debido a que
experimentalmente se estimé que fue suficiente para alimentar un grupo de 20 larvas del
tercer estadio temprano por 24 h y aln presentar sustrato sin consumir.

Al estar en el sustrato en donde las larvas se sumergen y penetran, también estan
expuestas por contacto al insecticida. Las formulaciones fueron diluidas en agua
destilada a una concentracion de 1000 ug/mL de ingrediente activo (ia); varias
concentraciones fueron preparadas para realizar bioensayos para obtener el rango de
mortalidad entre el 10 y 90 % Yy de esta manera definir las concentraciones finales para

ambos insecticidas, los rangos se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Concentracidn de insecticida a las cuales fueron expuestas larvas de Chrysomya rufifacies.

Insecticida Estadio Rango de concentraciones de ia pg/g
Primer 0.100 - 6.000°
Paration metilico Segundo 2.000 —4.000*
Tercer 18.000 — 32.000"
Primer 0.100 - 1.000°
Carbofurano Segundo 0.500 —1.200°
Tercer 0.500 - 2.750°

aCinco concentraciones, ® Ocho concentraciones

Las pruebas toxicologicas fueron realizadas en recipientes de plastico de
tereftalato de polietileno de 250 mL con 13.5 g de una pasta de higado de res molido en
una licuadora a la cual le fueron agregados 1.5 mL de la solucion del insecticida, agitada
con un aplicador de madera para homogeneizar la pasta. Como testigo fueron colocados
los sistemas de prueba con las mismas caracteristicas; con la diferencia de que le fueron

agregados 1.5 mL de agua destilada.

Grupos de 20 larvas de cada uno de los estadios fueron incorporadas a los
sistemas de prueba, con un tiempo de exposicion de 24 horas y tres repeticiones.
Posteriormente, los recipientes de plastico fueron introducidos a una cémara
biocliméatica Thermo Scientific modelo 3759, Marietta, Ohio, United States, con un
fotoperiodo de 12:12 horas luz:oscuridad, temperatura de 27 + 1 °C y humedad relativa
de 70 £ 10%. Transcurrido el tiempo de exposicién, fue registrado el nimero de larvas

muertas con la inmovilidad como respuesta a un estimulo mecénico como criterio de
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mortalidad. Para el célculo de CLsy se consideraron los grupos de larvas que

presentaron una mortalidad menor al 5% en el testigo.

5.3.2 AnAlisis de datos

La relacion dosis-mortalidad fue verificada mediante un andlisis log-Probit con el
programa SPSS version 17.0, se calcul6 la concentracion de insecticida que provoca el
50% de mortalidad (CLsp ) Yy los correspondientes intervalos de confianza (IC95%), en

base a los cuales se determind las diferencias en susceptibilidad.

54  Determinacion del efecto en el crecimiento larval de Chrysomya rufifacies

expuesta a CLsg de paration metilico y carbofurano.

5.4.1 Efecto en cada uno de los estadios larvales.

5.4.1.1 Bioensayos

De la misma forma en que se prepararon los sistemas de prueba para los ensayos
de estimacion de CLsy fueron preparados grupos de 20 g de sustrato con las
concentraciones estimadas de paration metilico y carbofurano para los tres estadios
larvales. Las concentraciones corresponden a la cantidad del toxico capaz de tener efecto
letal en el 50 % de la poblacion larval de Ch. rufufacies en cada estadio, con el
razonamiento de ser una concentracion subletal, por tal motivo el 50 % de la poblacién
sobreviviente continuara con su desarrollo y se determiné el efecto en el crecimiento
larval.

Siete repeticiones de grupos de 20 larvas de cada estadio fueron expuestos a las
CLso correspondientes y las mismas repeticiones con igual nimero de larvas fueron
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colocadas en sustrato libre de insecticida como control. Ambos grupos, tratamiento y
control de cada ensayo fueron obtenidos de la misma masa de ovoposicion. Una vez
colocados en los sustratos los grupos permanecieron por 24 h con fotoperiodo de 12/12 a
27 + 1 °C y humedad relativa de 65 a 80%. Posterior al tiempo de exposicion fue medida

la longitud cada larva en cada grupo.

5.4.1.2 Andlisis de datos.

La longitud de las larvas de los grupos control y tratamientos fueron tomadas con
un micrémetro vernier marca scala®, de 0.1 mm de gradacion y analizados mediante
una comparacion de las medias con una prueba t-student con el software Microsoft

Excell 2007, con significancia de 95 %.

5.4.2 Efecto de la concentracion letal media (CLsy) paration metilico y

carbofurano en el crecimiento de larvas.

5.4.2.1 Bioensayos

Las formulaciones fueron diluidas en agua destilada a una concentracion de 1000
ug/mL del ingrediente activo, las soluciones de trabajo fueron preparadas en agua
destilada en concentraciones P/, (ug/g) 10 veces mayor a la concentracion final (CLso) de
la sustancia activa en el higado, 50 mL de la solucién de trabajo fue afiadida a dos
recipientes plasticos de tereftalato de polietileno de 3.750 L de capacidad con 450 g de
higado de res molido en una licuadora de cocina hasta obtener una pasta uniforme, con
CLso de paration metilico (1.756 ug/g) y carbofurano (0.441 ug/g) por separado en cada

recipiente. La homogenizacion se llevé a cabo de forma manual, con aplicadores de
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madera en movimiento circular. De igual forma fue preparado un testigo libre de
insecticida con 450 g de higado y 50 mL de agua destilada.

De una misma masa de huevecillos se pes6 en una balanza analitica por
triplicado 0.5 g de huevos, cada una de las réplicas se coloco en uno de los tres
recipientes (tratamiento con paration metilico, carbofurano y el control); posteriormente
fueron cubiertos con una malla y permanecieron a una temperatura de 27 = 1 °C; cada
20 minutos fueron revisados por diferentes periodos de tiempo hasta la eclosion de las
larvas. Después de la eclosion fueron tomadas 10 larvas de cada tratamiento y de cada
una de las larvas fue obtenida su longitud con un micrometro vernier marca scala® de

0.1 mm de gradacion.

5.4.2.2 Anélisis de datos.

Los datos de longitud de las larvas de los dos tratamientos fueron comparados
con el control; analizados mediante una prueba t-student para muestra emparejadas se
llevaron a cabo mediante el software Microsoft Excell 2007, la significancia de la

prueba fue de 95 %.

5.5  Desarrollo y validacion de un método analitico para determinar cocaina en

larvas de moscas

5.5.1 Matriz bioldgica

La matriz biol6gica utilizada fue el total del cuerpo de las larvas, debido a que se
disefid el método analitico para muestras reales, en el que la cantidad de material no

puede ser controlado y en este sentido no se tiene la certeza en cuanto a la magnitud en
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gramos disponible, mé&s si cada especie de larvas que colonicen el cuerpo deben ser
identificadas y analizadas por separado, no es la finalidad del presente estudio
determinar la cantidad del toxico en cada tejido independiente de la larva.

Para el desarrollo del método, se utilizaron larvas del tercer estadio debido a que
presentan mayor masa corporal, todas las larvas utilizadas en el estudio se limpiaron en
vida con agua destilada y se secaron con papel estraza con la finalidad de reducir las
posibles interferencias provenientes del sustrato, posteriormente fueron sacrificadas por
congelacion, a una temperatura de — 20°C por 24 horas.

Cuando se requiere observar en las larvas las caracteristicas morfologicas con la
finalidad de identificacion de la especie o bien medir la longitud larval con el proposito
de estimar el intervalo post mortem, es necesario sacrificar a las larvas con agua caliente
antes de sumergirlas en etanol de lo contrario podrian obscurecerse en pocos dias debido
a la putrefaccion y también podrian encogerse interfiriendo con la medicion (Amendt, et
al., 2007); sin embargo, para determinar la presencia de toxicos en las larvas tales
consideraciones nos son necesarias y mas aun podria complicar el tratamiento de la
muestra, ya que a temperaturas elevadas las proteinas son desnaturalizadas, se
semisolidifican los tejidos de los drganos y la hemolinfa, lo que disminuiria la

disposicion del toxico ante el contacto del solvente de extraccion.

5.5.2 Reactivos

Los estandares de cocaina y benzoilecgonina-D3 utilizados fueron de la marca
Cerillant (Lote FC032007-01A y FC110405, respectivamente). Los solventes fueron
grado HPLC y de marca J.T. Baker. El acido férmico utilizado fue 98-100 % de marca

Merck.
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5.5.3 Extraccion

En 400 mg de masa de larvas, previamente macerada y homogenizada en
mortero, les fue agregado 80 L de una solucion de 10 pg/mL de benzoilecgonina-D3 en
acetonitrilo como estandar interno. Por triplicado, se llevé a cabo una secuencia de
extraccion por precipitacion en la cual se agregaron 100 uL de agua bidestilada y se
homogeniz6 la mezcla con agitacion de 5 min en vortex, posteriormente fueron
agregados 400 pL de acetonitrilo y nuevamente se agitaron en vortex por 5 min, la
mezcla se sonico por espacio de 5 min y se centrifugo por 10 min a 3000 rpm.

El sobrenadante fue colectado en un tubo de ensayo, posterior a las secuencias de
extraccion se agregaron al tubo 500 pL de una solucion de acetonitrilo:agua, 95:5 %,
con 0,05% de acido férmico, la solucién fue agitada en vortex por 10 s, filtrada con poro

de 0,45 um y trasferida a un vial para su inyeccion en el cromatdgrafo.

5.5.4 Condiciones del equipo para el analisis

5.5.4.1 Método cromatografico

El volumen de inyeccion fue de 10 pL del extracto en un Cromatografo de
Liquidos de Alta Resolucion (CLAR), marca Agilent modelo 1100. La columna
utilizada fue de fase inversa, marca Supelco modelo SB-C18 de 2.1 x 30 mm y 1.8 um
de tamafio de particula. La elucion se llevo a cabo mediante una mezcla de soluciéon A
(agua:acetonitrilo, 98:2 % + 0,05% de &cido formico) y B (acetonitrilo:agua, 98:2% +
0,05% de acido formico) con un flujo constante de 300 uL/min. La composicion inicial

fue 90% A, seguido por un gradiente lineal hasta 50% A de 0 a 4 min.
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5.5.4.2 Espectrometria de Masas

Se utiliz6 un Espectrometro de Masas de Triple Cuadrupolo e Interfase de
Electrospray (ESI-MS/MS por sus siglas en inglés), marca Applied Biosystem, modelo
API 2000. La deteccion para ambas sustancias fue mediante el modo de Monitoreo de
Multiple Reaccion (MRM por sus siglas en ingles), las transiciones ion padre — ion
producto para cocaina y benzoilecgonina-D3 fueron seleccionadas con base en

experimentacion, asi como los voltajes ptimos para la mayor respuesta.

5.5.5 Validacion

El método fue cualificado para selectividad, porcentaje de extraccion, linealidad,
precision (intra-dia e inter-dias), exactitud, limite de deteccion y limite de cuantificacion
(Kharbouche et al., 2008; FDA 2001; Thompson et al., 2002; Johansen y Bhatia, 2007).
El analisis de datos fue mediante los softwares Applied Biosystem Analyst 1.4.1 y

Microsoft Excel 2007.

5.5.5.1 Selectividad

La selectividad se evalud al inyectar 10 blancos de la matriz procesada libre de
toxicos y estandar interno; se considera selectivo si los cromatogramas no presentan
sefiales superiores al limite de deteccidn o que interfieran en el tiempo de retencion (tg)

del analito.
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5.5.5.2 Recobro de extraccion

Para determinar la eficiencia de la extraccién de la cocaina se determind el
recobro absoluto (R%), se compar6 el area del pico cromatografico obtenida de la
inyeccion de cinco muestras independientes enriquecidas en concentracion de 1 pg/g
antes de la extraccion con cinco muestras independientes enriquecidas después de la

extraccion mismas que representan el 100 %.

R % = (Aext / A100) X 100 1)

Donde:
Aex = Area del pico cromatografico del analito agregado antes de la extraccion.

Ao = Area del pico cromatografico del analito agregado posterior a la extraccion.

5.5.5.3 Linealidad

La linealidad se evalu6 mediante el coeficiente de determinacion (r?) y el célculo
del coeficiente de variacion porcentual (CV%) de la pendiente obtenida de curvas de
calibracion (n=5) con seis puntos de concentraciones distintas de cocaina (10, 50, 100,
500, 1000 y 5000 ng/g) preparadas y analizadas en forma independiente; tres en un
mismo dia y una por cada uno de los dos dias consecutivos. La ecuacion de la curva de
calibracion fue calculada usando el area relativa del pico del analito (cocaina) y del
estandar interno (benzoilecgnina-D3) en funcion de la concentracion de cocaina y del

estandar interno (benzoilecgnina-D3).
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5.5.5.4 Exactitud y precision

La exactitud y precision, intra-dia (n=5) e inter-dias (n=15), fue determinada al
analizar cinco réplicas independientes de muestras enriquecidas con cocaina a la
concentracion de 30, 300 y 3000 ng/g, en un mismo dia y por tres dias consecutivos,
para la evaluacién de la exactitud se calculé su porcentaje de recobro (Er%) y para la

precision el coeficiente de variacion porcentual (CV%).

Er% = (Cobtenida/Creal) x 100 (2)
Donde
Cobtenida = Concentracion obtenida en la cuantificacion de la muestra enriquecida.
Creal = Concentracion real presente en la muestra enriquecida.

CV%= ()?mediciones / Smediciones) x 100 (3)
Donde
X mediciones = Promedio de las mediciones obtenidas
Smediciones = Desviacion Estandar de las mediciones obtenidas

5.5.5.5 Limite de cuantificacion
El limite de cuantificacion (LC), se establecié como el punto mas bajo de la
curva de calibracion y se evalué en base a su CV% Yy desviacion porcentual de la

medicion respecto a la concentracion real.
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5.5.5.6 Limite de deteccion

El limite de deteccion (LD), se determiné en base a la sefial de la cocaina en el
cromatograma al analizar muestras enriquecidas (n=3), cuya altura el pico fuera tres
veces la desviacion estandar sobre la media del ruido y se evalu6 en base al CV% de su

respuesta.

5.6  Aplicacion del método analitico para la determinacion de cocaina en larvas

de mosca.

El método analitico desarrollado se utilizo para determinar la presencia y

concentracion de cocaina en larvas de dipteros de fauna cadavérica en cuerpos humanos.

5.6.1 Cadaveres de humano examinados

Se examinaron siete cuerpos de los cuales cuatro de ellos perdieron la vida en
forma violenta, dos por enfermedad y en el otro restante no pudo ser determinado el
mecanismo (Tabla 3). A seis de los cuerpos se les efectué un estudio toxicoldgico
realizado rutinariamente en el Laboratorio de Quimica Forense, las sustancias rastreadas

fueron psicotropicos, estupefacientes y alcohol etilico.
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Tabla 3. Cadaveres y partes de cuerpos donde se obtuvieron las larvas de dipteros para la determinacion
de cocaina por el método desarrollado.

Mecanismo Sustancias
Autopsia Fecha Lugar del hallazgo. detectadas en
de muerte a
muestras humanas

Parte 22 de junio  Planta Tratadorade Se desconoce No analizado
04-10 Aguas Negras.
05-10 11 marzo Carretera Nacional,  Homicidio No detectadas

Monterrey.
06-10 28 marzo Brecha Carrera de Homicidio Alcohol etilico,

Caballos, Gral. (arma de Cocaina
Mier. fuego)
07-10 18 marzo San Nicolas Enfermedad Alcohol etilico
(Infarto)

08-10 22 abril Sobre via publica,  Enfermedad Alcohol etilico

Residencial (Infarto)

Anahuac. San
Nicolas.
09-10° 05 mayo (14  Col. Los Cristales, Homicidio Cocaina
mayo) Guadalupe (arma blanca)

10-10 03 septiembre Cd. Mier; Homicidio Alcohol etilico

Tamaulipas (arma de

fuego)

% Las sustancias detectadas fueron en base a estudios en sangre realizados de rutina en el Laboratorio de
Quimica Forense, las sustancias rastreadas son psicotropicos, estupefacientes y alcohol etilico.” El sustrato
donde se colecté fue una prenda tipo sudadera de fabricacion sintética impregnada de sangre del cadaver.

56.1.1 Parte 04-10

En particular, de este cadaver solo se recuperaron fragmentos cercenados en el
lugar del hallazgo y de ello solo se examind la rodilla, el grupo de fragmentos fueron
encontrados en una planta tratadora de aguas negras. Aun y cuando existe suficiente
evidencia de que el cuerpo fue mutilado, no fue posible determinar el mecanismo de su
muerte por no contar con los miembros anatdmicos necesarios. Los estudios
toxicologicos no se llevaron a cabo debido a las inadecuadas caracteristicas de la

muestra.
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5.6.1.2 Autopsias 05-10, 06-10 y 10-10.

En comun, las tres autopsias fueron practicadas a cuerpos en un estado de
descomposicién avanzado, encontrados fuera del area metropolitana y como mecanismo
de muerte el homicidio. Los resultados de los estudios toxicoldgicos de rutina, con
muestras de procedencia humana fueron los siguientes: No detectado para la autopsia
05-10, detectado para etanol y cocaina para la autopsia 06-10 y detectado para cocaina

en la autopsia 10-10.

5.6.1.3 Autopsias 07-10 y 08-10.

Ambas autopsias se llevaron a cabo en cuerpos que perdieron la vida a causa de
infarto agudo al miocardio, en el caso de la autopsia 07-10 el cuerpo fue encontrado
dentro de un domicilio, el estudio toxicologico indico la presencia de alcohol etilico; en
la autopsia 08-10 el cuerpo fue encontrado en la intemperie en via publica en el area
metropolitana de Monterrey, el estudio toxicologico indicé la presencia de alcohol

etilico.

5.6.1.4 Autopsia 09-10.

En el cuerpo cuya autopsia correspondio la 09-10, perdié la vida mediante el
mecanismo de homicidio por arma blanca, el cadaver fue encontrado en estado fresco
sin colonizacién de insectos, sin embargo, las ropas del cadaver presentaban abundante
absorcion de sangre proveniente de las heridas que posiblemente causaron su muerte,
entre las prendas se encontré una chamarra de material sintético, dos dias después de la

separacion de la prenda del cadaver fueron encontradas larvas al parecer de mosca.
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5.6.2 Colecta de especimenes entomoldgicos

La colecta del material fue directa del cuerpo o partes anatomicas antes de la
autopsia en el SEMEFO de la Procuraduria General de Justicia en el Estado de Nuevo
Ledon. Ademas, se colectd sobre una prenda de vestir del cadaver nueve dias posteriores
a su autopsia. La forma de colecta de larvas fue manual, con las manos cubiertas con
guantes de latex se obtuvo del interior de cavidad toréacica y abdominal. Cada especie de

dipteros presentes en estados inmaduros fue identificada y analizada por separado.
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6. RESULTADOS

6.1 Revisién de cadaveres de humano en el Servicio Médico Forense de la

Procuraduria General de Justicia en el Estado de Nuevo Ledn.

Como inicio del presente estudio fueron revisados 10 cadaveres de humano en el
SEMEFO de la PGINL durante el periodo de enero a mayo de 2009, en tres casos fueron
encontrados insectos de importancia forense, de la familia Calliphoridae se localizaron
larvas del tercer estadio de Ch. rufifacies y Ch. megacephala, asi como de huevos de
Lucilia sp, los cuales fueron criados hasta larvas del tercer estadio para su identificacion.
Ademas se encontrd un coledptero de la familia Dermestidae Dermestes caninus. Los
tres cuerpos presentaron en comun larvas de Ch. rufifacies, razon por la cual se eligio
para los estudios posteriores (Tabla 4).

En el afio 2010 durante el periodo de junio a octubre, fueron revisados otros 10
cuerpos, de los cuales siete presentaron insectos de importancias forense, todos ellos del
orden Diptera, dos de la familia Calliphoridade con Ch rufifacies y Cochliomyia
macellaria Fabricius, una de la familia Sarcophagidae con Sarcophaga haemorrhoidalis
Fallén, una de la familia Musidae con Musca domestica Linnaeus. Ninguna otra especie

de insectos fue encontrada colonizando los cadaveres.
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Tabla 4. Insectos colectados de cadaveres humanos en el SEMEFO de la PGINL durante los periodos de

enero a mayo de 2009 y de junio a octubre de 2010.

Autopsia Estado o_Ie_ . Fecha Mecanismo Material entomoldgico.
descomposicion de deceso
. - Chrysomya rufifacies L3;
01-09  Putrefaccion enero 2009 Homicidio Chrysomya megacefala L3
Chrysomya rufifacies;L1
02-09  Fresco marzo 2009  Enfermedad Lucilia sp. Huevecillos
Chrysomya rufifacies L2, L3;
03-09  Saponificacién abril 2009  Homicidio  Dermestes caninus®
gzz% Putrefaccion junio 2010 Se desconoce Cochliomyia macellaria L3
05-10 Putrefaccion marzo 2010 Homicidio igrcf?f) haga haemorrhoidalis
) Putrefaccion C e Chrysomya rufifacies L3;
06-10 marzo 2010  Homicidio Cochliomyia macellaria L3
i Putrefaccién Enfermedad Chrysomya rufifacies L3;
07-10 marzo 2010 Cochliomyia macellaria L3
08-10 Putrefaccion abril 2010 Enfermedad Chrysomya rufifacies L2, L3
09-10° Fresco mayo 2010 yomicidio Musca domestica L1
10-10 Putrefaccion ngi)ct)lembre Homicidio  Cochliomyia macellaria L3

&Corresponde a un escarabajo de la familia Dermestidae presente en estado adulto en el cuerpo.
® El sustrato donde se colectd fue una prenda tipo sudadera de fabricacion sintética impregnada de sangre

del cadaver.
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6.2  Linea de crecimiento de Chrysomya rufifacies

Ch. rufifacies fue la especie mas comdn en los cadaveres revisados durante el
periodo del 2009 y 2010, ademas ya ha sido considerada como tal por otros estudios
(Quiroz-Martinez y Rodriguez-Castro, comunicacién personal), por tal razén fue
seleccionada para realizar los objetivos de este proyecto; posteriormente se procedidé a
establecer la cria del diptero en laboratorio para desarrollar una linea de crecimiento
desde la oviposicion hasta la etapa de prepupa.

Los promedios de las medidas de largo y ancho de cada grupo de 10 larvas
fueron graficados en funcidn del tiempo (hora), iniciado desde la eclosion de las larvas
hasta cuatro horas posterior a su longitud maxima; la forma de la grafica se ajusto a un
modelo lineal. Posterior a las 84 h post-eclosion, tiempo en el cual se obtuvo la mayor
medicion de largo larval, se consider6 como el inicio de la etapa post-alimenticia o pre-
pupa en la que ya no se alimenta y deja de crecer, las mediciones evidenciaron la
contraccién de tamafio solo apreciable en el largo y no en el ancho larval (Figuras 1y 2).

La linea de crecimiento obtenida al graficar la longitud larval en funcion del
tiempo desde la eclosion de las larvas hasta las 84 h presentd una ecuacion de la recta de
y = 0.157x + 1.621 (f, t = 42.712; P < 0.01), su tendencia fue lineal, con una relacion
directamente proporcional entre el tamafio la longitud larval y el tiempo, con coeficiente
de correlacién positivo de r = 0.988 y un coeficiente de determinacion r? = 0.977; la
linea de crecimiento obtenida al graficar el ancho larval en funcion del tiempo en el
mismo intervalo de tiempo presentd una ecuacion de la recta de y = 0.044x + 1.125 (f, t

= 34.847; P < 0.01), su tendencia también fue lineal, con una relacién directamente
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proporcional entre el ancho larval y el tiempo, con coeficiente de correlacién positivo de

r = 0.983 y un coeficiente de determinacién r* = 0.967

Longitud larval (mm)

Figura 1.

Ancho larval (mm)

Figura 2.
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Linea de crecimiento de Chrysomya rufifacies considerando la longitud larval en funcion de

tiempo, obtenida a temperatura de 27 + 1 °C y humedad relativa de 56.09 + 7.75 %.
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Linea de crecimiento de Chrysomya rufifacies, considerando el ancho larval en funcién del

tiempo, obtenida a temperatura de 27 + 1 °C y humedad relativa de 56.09 + 7.75 %.
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Las larvas recién eclosionadas promediaron 2.41 mm de longitud, de acuerdo a
las diferentes muestras que fueron tomadas alcanzaron una maxima longitud de 14.73
mm en promedio. Las larvas tomadas fueron consideradas como Grupo denominado
numéricamente y en forma consecutiva a medida que paso el tiempo. Los promedios de
longitud de las larvas fueron comparados mediante una prueba t-student; los resultados
se muestran en la Tabla 5 donde podemos apreciar que después del analisis casos de
diferencia significativa (D) y no diferencia significativa (ND) del largo de las larvas en

los intervalos de tiempo.

Tabla 5. Estadisticas descriptivas y comparacion sucesiva de la longitud larval de la linea de crecimiento

de Ch. rufifacies

Tiempo  Longitud promedio

Grupo ) (mm) s (mm) t? P Decision

1 0 2.41 0.22

0.337 0.740 ND
2 2 2.44 0.18

1.632 0.12 ND
3 4 2.55 0.12

2.112  0.049 D
4 6 2.68 0.15

3.019 0.007 D
5 8 2.86 0.11

3.179  0.005 D
6 10 3.15 0.27

1.197  0.247 ND
7 12 3.28 0.21

3.044  0.007 D
8 14 3.57 0.21

2.504 0.022 D
9 16 3.82 0.23

0.56 0.582 ND
10 18 3.87 0.16

3.538  0.002 D
11 20 4.08 0.10

4.652 0.0002 D
12 22 4.73 0.43

1.412  0.175 ND

44



Tabla 5. (Continuacion)

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

24

26

28

30

32

34

36

38

40

42

44

46

48

50

52

54

56

58

60

62

64

66

68

4.99
5.03
5.28
6.37
6.50
7.06
7.18
7.88
7.62
8.01
8.64
8.31
9.35
9.9
10.59
10.01
10.03
11.97
10.96
11.46
12.14
13.19

12,99

45

0.39

0.42

0.36

0.73

0.52

0.24

0.38

0.45

0.43

0.60

0.32

0.87

0.91

1.12

0.53

0.56

0.74

0.56

0.89

0.85

0.50

0.74

0.70

0.22

1.428

4.23

0.459

3.118

0.849

3.752

1.32

1.667

2.919

1.122

2.606

1.202

1.753

2.377

0.068

6.632

3.045

1.288

2.189

3.735

0.621

0.829
0.17
0.0005
0.652
0.006
0.407
0.002
0.203
0.113
0.009
0.277
0.018
0.245
0.097
0.287
0.946
3x10°
0.007
0.213
0.042
0.002

0.543

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND



Tabla 5. (Continuacion)

3.289  0.004 D
36 70 13,97 0.63

2.228 0.039 D
37 72 12,83 1.49

2.188 0.042 D
38 74 14.16 1.21

2.212 0.04 D
39 76 13.11 0.88

3.831 0.001 D
40 78 14.50 0.73

1.872  0.078 ND
41 80 13.68 1.18

1.02 0.322 ND
42 82 14.20 1.10

1.102  0.285 ND
43 84 14.73 1.05

2.568 0.019 D
44 86 13.81 0.43

1.018 0.322 ND
45 88 13.52 0.79

t? valor critico = 2.101, g.L. = 18, a. = 0.05; D Diferente, ND No Diferente.

En la Tabla 6, se presentan los valores de los rangos obtenidos de la longitud,
ancho y tiempo de duracion de los tres estadios larvales de Ch. rufifacies. La longitud
minima fue de 2.1 mm y un maximo de 16.3 mm; mientras que el ancho de las larvas fue
como minimo 0.4 mm a 4.0 mm; el tiempo de duracion de la fase de larva fue de 84 h,

desde el momento en que eclosionaron las larvas hasta que aparecieron las prepupas.
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Tabla 6. Rango de longitud, ancho y tiempo de duracidon de las larvas de Chrysomya rufifacies criadas en

condiciones de laboratorio.

Largo (mm) Ancho (mm) Tiempo (h)
Estadio min. max. min. max. min. max.
L1 2.1 3.1 0.4 0.6 0? 14
L2 3.0 9.0 0.5 2.4 8 48
L3 7.6 16.3 15 4.0 42 84"

# Momento del inicio de la eclosion de la masa de huevos.
® Tiempo en donde se registré la mayor longitud larval, las muestras obtenidas en tiempos de monitoreo
superiores presentan longitud larval inferior.

6.3  Estimacion de la CLso de paration metilico y carbofurano en los tres estadios

larvales

La edad larval expresada en horas para ser utilizadas en los bioensayos fue de 4 h
(L1), 18 h (L2) y 54 h (L3). Para cada ensayo se asegur0 el estadio de exposicion al
determinarlo morfolégicamente en el total de la misma ovoposicion, sacrificadas al
momento previo a la prueba. La susceptibilidad para paration metilico y carbofurano en
cada uno de los estadios larvales de Ch. rufifacies se muestran en la Tabla 7.
Comparando ambos insecticidas y de acuerdo a las CLsg, obtenidas para cada uno de los
estadios de las larvas, se puede apreciar que Ch. rufifacies fue mas susceptible al

insecticida carbofurano.
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Para ambos insecticidas, se observo con base en las concentraciones del intervalo
de confianza (95%) de las CLsy estimadas que la susceptibilidad fue significativamente
diferente entre los tres estadios larvales ya que no hubo traslape en los IC. La
susceptibilidad en funcion del estadio larval fue mayor en el primer estadio y a medida
que avanzo en su desarrollo este indicador disminuyo.

La CLsp del paration metilico fue de 1.756 ug/g para larvas del primer estadio;
para las larvas del segundo estadio fue 2.771 ug/g y para las del tercer estadio fue de
27.605 ng/g tomando como base el valor del primer estadio para el segundo
practicamente se duplico y del primero al tercero fue un poco mas de 15 veces el
incremento. Del segundo al tercer casi 10 veces el incremento de la concentracion.

La CLso del carbofurano fue de 0.441 ug/g para larvas del primer estadio; para
las larvas del segundo estadio fue 0.782 ug/g y para las del tercer estadio fue de 1.899
ug/g tomando como base el valor del primer estadio para el segundo practicamente casi
se duplicé el valor y del primero al tercero fue un poco mas de cuatro veces el
incremento. Del segundo al tercero fue casi dos y media veces el incremento

En la Figura 3 se muestra la linea respuesta de paration sobre larvas de Ch.
rufifacies en los tres estadios larvales, se puede apreciar que la poblacion presenta mayor
heterogeneidad en su respuesta en el primer estadio respecto al segundo y tercer en
donde las pendientes son practicamente cuatro veces mayor (Tabla 7). En cuanto a la
linea respuesta de carbofurano sobre larvas de Ch. rufifacies en los tres estadios larvales
se muestra en la Figura 4, se puede apreciar que la poblacion presenta mayor
heterogeneidad en la respuesta en el primer y tercer estadio respecto al segundo en

donde el valor de la pendiente es mas del doble (Tabla 7).
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Tabla 7. Concentracion letal media (CLsp) obtenida para los tres estadios larvales de Chrysomya rufifacies

expuestas a paration metilico y carbofurano.

Insecticida  Estadio N° Pe?glize)nte Int(eécEe)pto ((:Ilg’%g%? g.l. X2
L1 300 (éiigg) (c?ggg) (1.35%7—526.290) 3 2518
fnaéﬁﬂf:’g L2 300 (82322) (59?%3) (2.6026.7—721.932) 3 4798
L3 480 (giég) _(i(.)i%%; (26.5125 '6%59.015) 6 4767
L1 300 (gﬁgéi) (8:83;) (0.29?2'443.601) 3 5704
Carbofurano L2 300 (8(6)11;) (82(1)2) (0.73% 7_85.832) 3 1.192°
sy 2831 0788 1.899 s ou0g’

(0.349)  (0.104)  (1.662 —2.230)

EE: Error Estandar.
Los valores de 2X? valor critico =7.815 y °X
significancia de 0.05 (5%)

2 valor critico = 12.592 estan determinados con una
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Figura 3. Linea respuesta de paration metilico sobre larvas de Ch. rufifacies en los tres estadios larvales.
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Figura 4. Linea respuesta de carbofurano sobre larvas de Ch. rufifacies en los tres estadios larvales.
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6.4  Determinacion del efecto de CLsy de paration metilico y carbofurano en el

crecimiento larval de Chrysomya rufifacies.

6.4.1 Efecto en cada uno de los estadios larvales

El efecto de los insecticidas en el crecimiento larval fue evaluado exponiendo
cada estadio a su correspondiente CLsp estimadas para ambos insecticidas, bajo
condiciones con fotoperiodo de 12:12 a 27 °C y humedad relativa de 65 a 80%. De una
misma masa de huevecillos fueron tomadas las larvas para exponerlas al insecticida.
Cada tratamiento fue comparado con un control con siete repeticiones del tratamiento (n
= 140) y del control (n = 140).

Como resultado de la exposicion a la CLsy de paration metilico, en cada
respectivo estadio larval se observo un efecto en el tamarfio al presentar aumento en la
longitud de los sobrevivientes en el primer estadio y disminucidn en el tercero, ambos de
forma significativa en comparacion con las larvas control; en contraste, las larvas del
segundo estadio no presentaron diferencia significativa en su longitud respecto a su
control. En lo que respecta al carbofurano, la exposicion a la CLso solo en el primer
estadio presentd efecto en el tamafio al disminuir la longitud larval significativamente
respecto al control
(Tabla 8).

En comdn, solo en el primer estadio ambos insecticidas modifican el tamafio
larval esperado, sin embrago el efecto es contrario, mientras que el paration aumenta la

longitud, el carbofurano la disminuye.
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Tabla 8. Efecto en el crecimiento en los tres estadios de larvales de Ch. rufifacies a la exposicion a CLsy de paration metilico y carbofurano.

Insecticida  Estadio Tratamiento Control Comparacion de medias
n n(mm) & n p(mm) s g.l. t P

L1 112 6.17 0.39 119 5.93 0.27 229 3.17 0.002

Paration L2 36 7.24 0.32 109 7.15 0.45 143 0.76 0.407
L3 100 14.52 2.42 130 15.43 1.40 228 5.08 <0.001

L1 44 5.56 0.16 119 5.93 0.27 161 4.29 <0.001

Carbofurano L2 61 7.49 0.92 140 7.44 0.38 199 0.38 0.705
L3 38 12.42 1.29 122 12.72 0.95 158 1.55 0.123

#Valor critico t esta determinado con una significancia de 0.05 (5%)
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6.4.2 Efecto de paration metilico y carbofurano en la curva de crecimiento de

larvas de Chrysomya rufifacies.

Un grupo de larvas del primer estadio (L1) fue expuesto a una concentracion de
1.756 ng/g de paration metilico (CLso), otro grupo del mismo estadio fue expuesto a una
concentracion de carbofurano de 0.441 pg/g (CLso) y finalmente un tercer grupo libre de
toxico como control. Las gréaficas de la longitud en funcion de tiempo (horas), iniciando
desde su eclosion hasta el inicio de la etapa prepupa (89 h), presentaron forma lineal
(Figura 5). La ecuacion de la recta, coeficiente de correlacion y coeficiente de
determinacion de las tres curvas de crecimiento se detallan en la Tabla 9. Tanto en los
tratamientos como en el control, los estadios fueron consistentes entre los tiempos de
monitoreo. Registro de aparicion del segundo y tercer estadio fue de 17 y 53 h,

respectivamente.

20
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0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (h)

Figura 5.Lineas de crecimiento de Ch. rufifacies con base en su longitud larval expuestas a la CLsg
estimada en primer estadio.
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de correlacion de las curvas de crecimiento larval de Ch. rufifacies.

Tabla 9. Valores de pendiente e intercepto que describen la ecuacion de la regresidn lineal y el coeficiente

(0.136 — 0.173)

(0.760 — 2.645)

Insecticida ~ Observaciones Z%]%ig%e I(r:tcc:er;g(%) r r?
etiico 10 01360175 (0893 2761 0% 0978
Carbofurano 10 01 o 1_68_190) o 39%'31927.398) 0989 0978
Control 10 0.154 1.702 0988  0.976

Las lineas de crecimiento larval, generadas de la exposicion a los insecticidas,
presentan una alta correlacion con el control al relacionar el total cada uno de los valores
promedio de longitud en los mismos tiempos de medicién, en un rango de 1 a 89 h.
Mediante un prueba de t de student para muestras emparejadas se compararon las diez
medias de longitud de cada tratamiento con las respectivas del control, resultd que las
dos lineas de crecimiento de las larvas expuestas a insecticidas no presentaron diferencia

significativa, cada una respecto al control los estadisticos se detallan en la Tabla 10.

Tabla 10.- Comparacion de las lineas de crecimiento larval en presencia de los insecticidas con la

generada por el control.

Observaciones

Tratamiento (1a89h) r g.l. t P
Paration metilico 10 0.991 9 0.82 0.428
Carbofurano 10 0.984 9 0.81 0.435

r coeficiente de correlacién entre las observaciones del tratamiento y las del control
# Valor critico t; o = 0.05
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cps

6.5 Desarrollo y validacién de un método analitico para determinar cocaina en

larvas de moscas.

6.5.1 Condiciones Instrumentales.

6.5.1.1 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion.

Bajo las condiciones cromatografias establecidas para el andlisis, los tiempos de
retencion obtenidos de la cocaina y benzoilecgonina-D3 fueron de 0.42 y 0.45 min,
respectivamente, en la Figura 6 se observan los dos canales de deteccion, el pico de
mayor altura (cps) corresponde a la sefial de la cocaina, el de menor benzoilecgonina-

D3.

Max. 1100.0 cps.
1100

1000
900
800
700
600
500
400
300
200

100

Lodabi naha, Mbeotal\cocohAN

35 4.0

Time, min

Figura 6. Cromatograma de la inyeccion de una muestra enriquecida con cocaina (tg = 0.45 min) a una

concentracion de 100 ng/g y el calibrador interno benzoilecgonina-D3 de 800 ng/g. (tg = 0.42 min).
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6.5.1.2 Espectrometria de Masas en Tandem

Mediante experimentacion de ensayo Y error, se determinaron las transiciones de
ion padre a ion producto utilizadas para deteccion de los analitos mediante el modo
positivo en Monitoreo de Multiple Reaccion (MRM) para cocaina y benzoilecgonina-
D3, las transiciones establecidas fueron de: 304.0-182.4 Th y 293.5-171.2 Th,
respectivamente. Las condiciones dependientes del compuesto, que consiste en los
voltajes Optimos requeridos para la deteccion, se describen en la Tabla 11; las
condiciones dependientes del flujo y que estan relacionados directamente con la fase
movil se establecieron en los siguientes valores: presion del gas de cortina (CUR) 22 psi,
flujo del gas nebulizador de Interfase (GS1) 40 L/min, flujo del gas de calentamiento de
interfase (GS2) 30 L/min, gas en celda de colision (CAD) 2, Potencial en capilar (1S)

5500 V y Temperatura de interfase (TEM) 550 °C.

Tabla 11. Pardmetros dependientes del compuesto optimizados en el Espectrometro de Masas para la

deteccion de cocaina y benzoilecgonina-D3.

Volt.
Parametro Cocaina Benzoilecgonina-D3
304.0 -182.4Th 293.5-171.2Th
Potencial de desagrupacion (DP) 10 50
Potencial de entrada (EP) 3 5
Potencial de enfoque (FP) 400 400
Energia de colisién (CE) 24 24

Potencial de salida de la celda de colision
(CXP)
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6.5.2 Validacién del método

6.5.2.1 Selectividad

En los cromatogramas obtenidos de la inyeccion de las 10 muestras de larvas del
tercer estadio procesadas en forma independientes y libres de cocaina no mostraron
sefiales de respuesta atribuible a compuestos endogenos en el ensayo y que interfiriera

con las sefales de la cocaina y benzoilecgonina-D3 en los tg caracteristicos. Figura 7.

® XIC of +MRM (2 pairs): 304.000/182.400 Da from Sample 2 (Blanco ext) of Val030310.wiff (Turbo Spray) Max. 66.7
70 2.7

60 7 2.7

50 7

40 7

cps

2.4
30 1

0.6, 0.8 1.0 1.21.41. 1.8 1.9

20 1 i .0 2.02.2

I M l \ il “ i

il M |

Figura 7. Cromatograma de la inyeccién de una muestra de larva blanco sin calibrador interno.

10 1

2
T|m

6.5.2.2 Recobro de extraccion

Mediante la comparacion de las areas de los picos cromatografico de cinco
muestras enriquecidas previo a la extraccion y las obtenidas de otras cinco muestras
enriquecidas posterior a la extraccién, el recobro absoluto promedio obtenido para
cocaina en una concentracion intermedia del rango lineal (1 pg/g) fue de: 76.43 % con
CV% de 10.90 %.
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6.5.2.3 Linealidad

El método mostré una respuesta lineal de la cocaina en el intervalo de
concentraciones de 1 a 5000 ng/g, con coeficientes correlacion y determinacién de r =
0.997 y r’= 0.994, respectivamente. Las cinco curvas de calibracién, tres inyectadas el
mismo dia y una en cada uno de los dos dia subsecuentes, presentaron una ecuacion de
la recta de y = 0.0213+0x + 0.103+0.074 (y = m £ sx+ b + s); la pendiente no presento
variacion en el orden de magnitud expuesto en la ecuacion calculada por el software
Analyst 1.4.1, por lo que no fue posible calcular el CV%, en la Figura 8 se muestra una

de cinco curvas de calibracion.

y =0.213x + 0.158

Area analito / Area estandar interno

('1' -;nh mdn ‘IR{"]{'] 9060 9'-'\{"){') '2{'){"10 ?Rdn Aﬂdn Af—'\ﬁn r;nhn

Concentracién cocaina ng/g

Figura 8. Curva de calibracion del primer dia de evaluacion de linealidad. r? = 0.998.
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6.5.2.4 Exactitud y precision
Los pardmetros de exactitud y precision fueron evaluados en un dia y méas dos
dias consecutivos. Con el estudio de la precision en un dia o intra-dia se evalué la

repetitividad y por tres dias consecutivos o inter-dias la reproducibilidad.

6.5.2.4.1 Intra-dia

En un mismo dia las cinco replicas independientes de muestras enriquecidas (n =
5) con concentracion baja, media y alta (30, 300 y 3000 ng/g), del rango lineal
establecido, se reportan en la Tabla 12, en donde el total de muestras analizadas
presentaron valores dentro de un rango de: Er 84.67 a 104.60% y CV de 4.35 a 5.36%;
lo que nos indica que tan exacto y preciso es el método en analizar muestras en un

mismo dia.

6.5.2.4.2 Inter-dias

En tres dias consecutivos, las quince réplicas independientes de muestras
enriquecidas (n = 5/dia) con concentracion baja media y alta (30, 300 y 3000 ng/g), del
rango lineal establecido, se reportan en la Tabla 12; el total de las muestras presentaron
valores dentro de un rango de: Er de 83.33 a 113.00% con CV de 2.17 a 8.84%, en esta
evaluacion resultdé que al agrupar lo valores obtenidos de cocaina en los tres dias

consecutivos, la inexactitud e imprecision es mayor que la evaluacion en un solo dia.
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Tabla 12.- Exactitud y Precision intra e inter dias del método analitico para la determinacion de cocaina.

Concentracion de cocaina en larvas de Ch rufifacies. (ng/g)

Dia
1 2 3

Agregada Encontrada  Er% CV% Encontrada  Er% CV% Encontrada  Er% CV%
30 33,9 113.00 5.19 29.1 97.00 2.17 33.2 110.67  7.56

32,1 107.00 28.6 95.33 28.5 95.00

30,7 102.33 28.0 93.33 315 105.00

30 100.00 29.5 98.33 29.8 99.33

30,2 100.67 28.2 94.00 34.3 114.33
300 264 88.00 5.36 300 100.00  8.84 310 103.33  6.40

287 95.67 311 103.67 289 96.33

256 85.33 286 95.33 303 101.00

261 87.00 250 83.33 325 108.33

250 83.33 313 104.33 341 113.67
3000 2600 86.67 4.35 3080 102.67 7.45 3280 109.33  7.09

2540 84.67 2620 87.33 3290 109.67

2820 94.00 3080 102.67 3300 110.00

2630 87.67 2700 90.00 2840 94.67

2760 92.00 2950 98.33 2940 98.00
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6.5.2.5 Limite de cuantificacion

La menor concentracion que el método puede determinar, expresado como limite
de cuantificacién (LC), fue de 10 ng/g, esta concentracion correspondiente al punto mas
bajo de la curva de calibracién, la precision en la cuantificacion de esta concentracién y

la desviacion a su valor real se detallan en la Tabla 13.

Tabla 13. Desviacion porcentual y precision del primer punto de la curva de

calibracion.

Concentracion del primer punto de la curva de calibracion (ng/g)

Agregada Encontrada Desviacion % CV%
11.1 11.00
10.8 8.00
10 11.8 18.00 11.68
8.73 -12.70
9.67 -3.30

6.5.2.6 Limite de deteccion

El limite de deteccion (LD), el cual se establecié como la menor cantidad de
cocaina que el método puede distinguir sobre la sefial del ruido cromatografico, fue de
0.625 ng/g, esta concentracion presentd alturas de pico iguales a 3.5; 3.3 y 3.1
(Promedio = 3.3) desviaciones estandar del ruido sobre su propia media, en la Figura 9
se muestra la altura del pico de la cocaina (tr = 0.45 min) y su relacién con la sefial

generada por el ruido.
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Figura 9: Limite de deteccién: Cromatograma de la inyeccidén de una muestra enriquecida con una

concentracion de 0.625 ng/g de cocaina, con una relacién sefial:ruido (S/N) de 3:1.

6.6  Aplicacion del método en muestra reales.

Dentro del periodo de junio a octubre del 2010 fueron encontrados varios
cadaveres, partes anatomicas y prendas de vestir en quienes existid la sospecha y
después confirmacion de presencia de drogas. EI método utilizado para la deteccion de
drogas fue aplicado a larvas obtenidas de los cadaveres para la determinar la presencia
de cocaina en el insecto. En la Tabla 14 se detalla el resultado de la determinacion de

cocaina en los inmaduros mencionados lineas atras.
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Tabla 14. Determinacion de cocaina en larvas de dipteros colectados de cuerpos humanos, partes

anatémicas y prendas de cadaveres de interés médico legal.

Sustancias Determinacion de
Autopsia Mecanismo  detectadas en Material Entomoldgico cocaina
de muerte muestras en material
humanas® entomoldgico
Parte Se No analizado C. macellaria L3 <10ng/g©
04-10 desconoce
05-10 Homicidio No S. haemorrhoidalis No detectado
detectadas L2:L3
06-10 Homicidio Alcohol Ch. rufifacies L3; 15.1 ng/g (Ch.
(arma de etilico, C. macellaria L3 rufifacies); 21.0
fuego) Cocaina ng/g (C. macellaria)
07-10 Enfermedad Alcohol Ch. rufifacies L3; No detectado
(Infarto) etilico C. macellaria L3
08-10 Infarto Alcohol Ch. rufifacies L2, L3 No detectado
etilico
09-10°  Homicidio Cocaina M. domestica L1 <10ng/g €
(arma
blanca)
10-10 Homicidio Alcohol C. macellaria L3 30.2 ng/g
etilico

® Las sustancias detectadas fueron en base estudios en sangre realizados de rutina en el Laboratorio de
Quimica Forense, las sustancias rastreadas son psicotropicos, estupefacientes y alcohol etilico.

® El sustrato donde se colectd fue una prenda tipo sudadera de fabricacion sintética impregnada de sangre
del cadaver.

¢ La cocaina fue detectada, sin embargo la sefial se integra fuera del rango de cuantificacion validado, por
debajo del limite de cuantificacién.
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6.6.1 Larvas de dipteros positivos para cocaina

Las larvas del segundo y tercer estadio fueron colectadas de los siete cuerpos
examinados, las cuales correspondieron a especies de importancia forense de tres
familias; los califoridos C. macellaria y Ch. rufifacies; ademéas del sarcofagido S.
haemorrhoidalis, asi como del muscido M. domestica. Los analisis resultaron positivos
para cocaina en cuatro cadaveres. Con excepcion de las larvas del sarcofagido, las otras

larvas resultaron positivas a la presencia de la droga en su cuerpo.

6.6.1.1 Larvas colectadas de la parte 04-10.

Las larvas de tercer estadio de C. macellaria, presentes en la rodilla
correspondiente a la parte 04-10, resultaron positivas para cocaina; sin embargo, la sefial
instrumental con relacion al calibrador interno la sita en una concentracion inferior al
rango lineal establecido, dicho de otra forma, la concentracién de cocaina fue detectable

pero inferior a 10 ng/g (Figuras 10 y 11).

Figura 10. Fotografia de la Pieza 04-10. Corresponde a un fragmento de extremidad inferior identificada
como rodilla colonizado por larvas de C. macellaria. Las flechas indican la ubicacion de larvas sobre la

superficie de la pieza, el resto de las larvas se encuentra presente en actividad en el interior de la pieza.
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Figura 11. Cromatograma de la inyeccidn de la muestra de C. macellaria colectadas de la Pieza 04-10. La

|

sefial de mayor intensidad corresponde a la transicion 293.5 — 171.1 Th correspondiente a la
benzoilecgonina-D3 tg 0.41; La sefial del recuadro corresponde a la transicion 304.0 — 182.4 Th

correspondiente a la cocaina tg 0.42.

6.6.1.2 Larvas colectadas de la autopsia 06-10.

Las larvas de tercer estadio de dos especies de califoridos Ch. rufifacies y C.
macellaria, fueron tomadas del cuerpo perteneciente a la autopsia 06-10 donde fueron
detectados alcohol etilico y cocaina; resultaron positivas para cocaina con concentracion

de 15.1 ng/g y 21.0 ng/g, respectivamente (Figuras 12 y 13).
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Figura 12. Cromatograma de la inyeccion de la muestra de C. macellaria colectadas de la autopsia 06-10.
Las sefiales corresponden a las transiciones: 293.5 — 171.1 Th (mayor intensidad) correspondiente a la

benzoilecgonina-D3 tg 0.48; 304.0 — 182.4 Th (menor intensidad) correspondiente a la cocaina tg 0.47.
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Figura 13. Cromatograma de la inyeccién de la muestra de Ch. rufifacies colectadas de la autopsia 06-10.
Las sefiales corresponden a las transiciones: 293.5 — 171.1 Th (mayor intensidad) correspondiente a la

benzoilecgonina-D3 tg 0.50; 304.0 — 182.4 Th (menor intensidad) correspondiente a la cocaina tg 0.49.
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6.6.1.3 Larvas colectadas de la chamarra que perteneciera en vida al cuerpo

de la autopsia 09-10.

Las larvas de primer estadio de M. domestica presentes en la chamarra que
perteneciera a uno de los cadaveres revisados, registrado como la autopsia 09-10
resultaron positivas; sin embargo, al igual que las larvas de C. macellaria (04-10), la
sefial instrumental, con relacion al calibrador interno, la sitGa en una concentracion

inferior al rango lineal establecido, es decir, la concentracion de cocaina fue detectable

pero inferior a 10 ng/g (Figuras 14 y 15).

Figura 14. Fotografia de la chamarra colectada del cuerpo cuya autopsia correspondi6 la 09-10. Las

flechas indican la ubicacion de larvas de M. domestica alimentandose de la sangre presente en la prenda.
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Figura 15. Cromatograma de la inyeccion de la muestra de M. domestica colectadas de la chamarra que
perteneciera en vida al cuerpo de la autopsia 09-10. Las sefiales corresponden a las transiciones: 293.5—
171.1 Th (mayor intensidad) correspondiente a la benzoilecgonina-D3 tz 0.48; 304.0-182.4 Th (menor

intensidad) correspondiente a la cocaina tg 0.47.

6.6.1.4 Larvas colectadas de la autopsia 10 -10.
Del cuerpo de la autopsia 10-10 al cual se le detecté solamente alcohol etilico
fueron tomadas larvas de tercer estadio de C. macellaria, después de realizar el analisis

fue determinada la presencia de cocaina con concentracion de 30,2 ng/g, Figura 16.
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Figura 16. Cromatograma de la inyeccidn de la muestra de C. macellaria colectadas de la autopsia 10-10.
Las sefiales corresponden a las transiciones: 293.5 — 171.1 Th (mayor intensidad) correspondiente a la

benzoilecgonina-D3 tg 0.48; 304.0 — 182.4 Th (menor intensidad) correspondiente a la cocaina tg 0.41.
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7. DISCUSION

El presente estudio fue concebido para usar a los insectos que se alimentan de
un cadaver como muestras alternas para la deteccion de toxicos, de tal manera que
puedan ser utilizados cuando los restos de un cuerpo no puedan ser utilizados. Con los
resultados obtenidos podemos ver la factibilidad ya que al analizar algunas larvas de
cuerpo con sospecha de intoxicacion resultaron positivas a la cocaina.

Con el objetivo establecer una cria de moscas necréfagas presentes en la region,
en el afio 2009 fueron revisados cadaveres de humano en el SEMEFO de la PGJINL, de
estos se obtuvieron larvas de las especies de dipteros fueron Ch. rufifacies, Ch.
megacephala y Lucilia sp. Posteriormente, fue examinado otro grupo de cuerpos en el
afio 2010 a fin de colectar larvas de dipteros para la deteccién indirecta de cocaina en los
cadaveres de humanos, en el 50% de estos cadaveres se encontro a Ch. rufifacies. Otras
especies fueron: Ch. megacephala y Lucilia sp, ademas de S. haemorrhoidalis y M.
domestica.

Chrysomya rufifacies, fue la especie elegida para realizar los estudios de
aislamiento y deteccion debido a que la especie mas comun de encontrar en los
cadaveres de humano. Como especie fue descrita por primera vez en 1842 por el
entom6logo francés Justin Pierre Marie Macquart, los adultos son moscas robustas de

brillo metalico con color azul o verde, dualidad presente inclusive en miembros de la
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misma colonia. Las facetas de los ojos son de tamafio uniforme y el espiraculo anterior
con investidura externa palida. (Whitworth, 2006).

Las larvas pertenecen a un grupo llamado heary-maggot o larvas peludas debido
a lo alargado de sus tubérculos, los cuales estan presentes en todo el cuerpo, en algunas
especies presentan espinas y en el caso especifico de esta solo en su punta (Sukontason
et al., 2003, 2006, 2008); presentan depredacion facultativa sobre otras larvas
necrofilicas. La especie es originaria de Australia, su introduccion al Nuevo Mundo fue
en Centroamerica (Costa Rica) en los afios de 1970, desde entonces su rango se ha ido
incrementando de tal forma que se ha reportado desde Canada (Rosati y Van Laerhoven,
2007), alcanzado hasta Brasil (Almeida-Silva et al., 2012).

De los cadaveres examinados en el afio 2009 y 2010, las especies de mayor
incidencias fueron Ch. rufifacies, encontrada en seis cuerpos y C. macellaria, en cuatro,
ambas coincidieron en dos cadaveres. Wells y Greenberg (2010) reportaron que la
presencia de larvas de Ch. rufifacies disminuyé la poblacién de C. macellararia cuando
estas dos especies coexisten en el mismo cadaver. Conocida también como gusano
barrenador secundario de ganado, esta Ultima es endémica del continente americano
(FAO, 1993) que presenta grandes similitudes biondmicas con Ch. rufifacies.

Para el presente estudio, fue necesario generar los tiempos de eclosion,
permanencia en cada estadio e inicio de la etapa prepupa de las larvas debido a que en
los diversos ensayos efectuados se debia de evaluar o utilizar etapas del desarrollo en
especifico. Por otra parte estos registros ofrecen la posibilidad de ser utilizados como
herramienta en la estimacion del intervalo post-mortem (Wells y Lamotte, 2010).

Bajo la metodologia planteada, la linea de crecimiento de Ch. rufifacies con base

en su longitud, desde eclosion hasta inicio de la etapa post-alimenticia present6 una la
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linea de forma recta, esta forma no coincide con las lineas graficadas de crecimiento de
otras moscas de la familia Calliphoridae como C. vicina (Camacho, 2005), L. sericata
(Tarone et al., 2008) y Hypopygiopsis violacea Macquart (Chen et al., 2011) las curvas
de estos autores son de forma sigmoidea que describe un crecimiento lento al principio
de la linea; por su parte Grassberger y Reiter (2001), reportaron graficas de lineas a las
que denominaron como “cascadas”, en donde se observd el cese temporal del
crecimiento atribuible a la muda, una diferencia considerable con los otros autores y el
presente trabajo fue para generar las graficas seleccionaron en cada tiempo de medicién
solo las cuatro larvas de mayor tamario y el presente trabajo la seleccion de las larvas fue
al azar resultado en gréaficas lineales.

En nuestros resultados ocurren traslapes en los rangos de largo y ancho larval del
primero y segundo estadio, asi como en el segundo y tercero, esto indica que existen dos
claras asociaciones: el aumento de la longitud y el paso al siguiente estadio; la
disminucion del ancho larval y el inicio de cada estadio. Por otra parte, los rangos de
tiempo de permanencia presentaron traslapes del primero y segundo estadio, asi como en
el segundo y tercero, esto puede atribuirse a la diferencia en el tiempo de ovoposicion de
cada mosca y a su vez de cada huevo en la masa de huevecillo, aunado a la propia
distribucion normal en los datos.

Al analizar las diferencias entre las medias de la longitud larval en dos muestreos
consecutivos y separados por dos horas en la linea de crecimiento, encontramos que de
los 44 pares de grupos formados, 23 de ellos son significativamente diferentes y en los
21 restantes no existe diferencia significativa. Esto se debe a que la tasa de crecimiento
segun la ecuacion de la recta es de solo 0.16 mm/h, incluso es menor que la mayoria de

los valores de desviacion estandar de cada uno de las medias calculadas en cada grupo.
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Se determiné la concentracion necesaria para obtener una respuesta letal del 50
% de las larvas a prueba, la expresion fue dada como CLso ya que al utilizar
formulaciones comerciales no fue posible tener certidumbre de la cantidad exacta del
insecticida aplicado al insecto (Lagunes-Tejeda, et al., 2009), para lograrlo se utilizd una
metodologia propia, disefiada y estandarizada para este fin en donde las larvas estuvieran
expuestas al insecticida via alimentaria y por contacto al sustrato contaminado en
condiciones controladas pero semejantes al supuesto ambiente de un cuerpo intoxicado
con insecticidas. Este método podria ser utilizado para otras especies de larvas
carrofieras

Los resultados de la CLsp mostraron que para paration metilico y carbofuano el
primer estadio larval Ch. rufifacies fue significativamente mas susceptible que el
segundo estadio y este a su vez que el tercer estadio. La susceptibilidad disminuyo
conforme avanza la edad en las larvas, la cual puede deberse al mecanismo fisico en
donde las propiedades del tegumento varian entre los estadios de vida, de tal forma que
la rapidez de penetracion puede alterarse (Badii y Garza, 2007); asi como al hecho de
que al aumentar la masa de la larva se requiere de mayor dosis del toxico y a la
acumulacion en tejidos inertes (tejido graso). Si se considera el Log Py del carbofurano
(1.52) y paration (3.83) (Klotz, et al., 2001), ambos insecticidas son considerados
lipofilicos y conforme avanza el desarrollo larval aumenta la concentracion de grasa en
la larva (Gillot, 2005).

Por otra parte, al analizar los resultados de la pendiente de la regresion en la
respuesta para los insecticidas en los tres estadios larvales de Ch. rufifacies referidos en
la Tabla 2, se muestra que para paratién metilico, el valor en el primer estadio es inferior

al segundo, a su vez el valor en el segundo es inferior al del tercero; para el carbofurano
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el valor de la pendiente en el primer estadio es inferior al segundo, a su vez el valor
obtenido en el segundo es superior al del tercero. Esto indica que la heterogeneidad en la
respuesta de las larvas de Ch. rufifacies para paration aumenta conforme avanza su
desarrollo, a diferencia del carbofurano en donde la heterogeneidad en la respuesta
incrementa en el segundo estadio respecto al primero y disminuye en el tercero a tal
grado que no es significativamente diferente a la del primer estadio.

Pocos estudios han determinado el efecto de insecticidas en el crecimiento de
larvas de especies de interés medico legal (Rashid, et al., 2008); de estos la estrategia en
general es la exposicidn a concentraciones resultantes de la intoxicacion letal en
mamiferos no humanos. (Rashid, et al., 2008; Liu, et al., 2009; Mahat, et al., 2009; Yan-
Wei, et al., 2010).

Al exponer a las larvas de cada estadio a su correspondiente CLs, establecida de
paration metilico y carbofurano, su longitud después de 24 h de exposicion respecto al
control, resultd significativamente diferente en el primer estadio larval para ambos
insecticidas y en el tercer estadio en el tratamiento con paration metilico. Aln y cuando
en el total de tratamientos evaluados en los tres estadios no mostraron como constante el
efecto en la longitud larval, la disminucion del nimero de individuos expuestos respecto
a los no expuestos (control) en ambos tratamientos si fue constante.

Rashid, et al., (2008), encontraron que al exponer larvas de Ch. megacephala a
higado de ratas sacrificadas con 1000 mg/kg de malation (1.892 mg/g de malation en
higado determinado cromatograficamente) presentaban una disminucion en la longitud
corporal en los tres estadios larvales respecto a un control, la exposicion fue desde el
primer estadio larval hasta la etapa pre-pupa o post-alimentaria. La mortalidad en las

larvas expuestas a higado con malation fue mayor respecto al control.
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En la presente evaluacién no se observd una diferencia significativa al comparar
las lineas de crecimiento con base en la longitud larval obtenidas al exponer desde el
primer estadio a 1.756 y 0.441 ng/g de paration metilico y carbofurano respectivamente
respecto al control. La diferencia entre ambas evaluaciones es que Rashid, et al., (2008),
expusieron a las larvas a concentracion de malation mayor a mil veces superior a la
concentracion de paratién metilico y carbofurano expuesta en el presente trabajo. Tanto
en el reporte de Rashid, et al., (2008), como en el presente trabajo la mortalidad aumento
respecto al control.

Goff y Lord (2010), en una revision de entomotoxicologia mencionaron que la
recuperacion de toxicos de artropodos es en general mediante la homogenizacion y
subsecuente procesamiento similar a otros tejidos y fluidos (humanos) o bien sometido a
técnicas extractivas desarrolladas para el andlisis de tejidos rigidos como pelos y ufias.

El método desarrollado fue disefiado para determinar la presencia de cocaina en
larvas de mosca, sin contemplar o enfocarse en estructuras rigidas como el integumento
0 membranas de 6rganos, por tal motivo no fue requerido someter al cuerpo de la larva a
procesos digestivos, el tratamiento de las larvas a fin de separar el analito de la mayoria
de los elementos de la matriz (cuerpo de las larvas) constd de precipitaciones repetidas
con acetonitrilo, el solvente fue elegido en base a su caracteristica de lipofobicidad
definida por su Log Pow= -0,17 (chemicalize.org), al almacenamiento de grasa corporal
en las larvas conforme avanza su crecimiento, a la solubilidad de la cocaina en el
solvente y a la miscibilidad del sobrenadante en la fase movil del método

cromatografico.
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Como resultado el porcentaje de extraccion fue superior al 80%. En cuanto a
equipo, separacion cromatografica, ionizacién, deteccion, cuantificacion, el método
instrumental de analisis y la validacion fue semejante al reportado por Johansen y Bhatia
(2007) para la determinacion de cocaina en sangre total, la separacion se llevé a cabo en
un cromatégrafo de liquidos de alta resolucion con columna cromatografia de fase
inversa C18 y un sistema de elucién en gradiente consistente de &cido férmico, agua y
acetonitrilo, la deteccién mediante un Espectrémetro de Masas en tandem con ionizacion
positiva por Electrospray y en modo de Monitoreo de Reaccion Multiple, la
cuantificacion fue mediante la relacion de areas entre el analito y un calibrador interno
consistente en un metabolito deuterado.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de los parametros de linealidad,
precision y exactitud del método fueron aceptables (FDA, 2001; Thompson et al., 2002)
lo que significa que el método permite cuantificar en forma confiable cocaina en larvas
desde 10 ng/g hasta 5000 ng/g. En cuanto a la sensibilidad el método es capaz de
detectar la cocaina en concentraciones desde 0,625 ng/g y considerando que existe
evidencia de acumulacion de téxicos en larvas de moscas (Goff y Lord, 2010) el método
podria incluso determinar, indirectamente, la presencia de cocaina en cadaveres aun y
cuando la concentracion en estos fuese inferior al limite de deteccion.

Por otro lado, la eleccion de Ch. rufifacies en la presente evaluacién resulta
interesante debido a que como especie presenta caracteristicas como la depredacién en
su segundo Y tercer estadio larval de otras especies de dipteros inmaduros de diversas
familias como Muscidae, Sarcophagidae y de la propia Calliphoridae, presentes en el
cuerpo en descomposicion (Goff y Lord, 2010; Rosati y Van Laerhoven, 2007), por lo

que tendria potencialmente otra fuente de alimento contaminado con cocaina
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proveniente del cadaver. En prospectiva, se recomienda la evaluacion de robustez, en
especifico la evaluacion del efecto que tiene en la determinacion cocaina los ciclos de
congelamiento y descongelamiento de muestras no contemplado en esta investigacion.
Por otra parte aln y cuando existe suficiente evidencia en el estudio de la selectividad
del método que no hay compuestos enddgenos que interfieran con la deteccion de la
cocaina, es recomendable utilizar otras transiciones que aumente la especificidad.

El método fue aplicado en muestras reales de larvas carrofieras provenientes de
cadaveres humanos de las cuales las que resultaron positivas presentan diferentes
caracteristicas en torno a las condiciones en las que colonizaron los dipteros estudiados.

Parte 04-10: Corresponde a un fragmento de una extremidad inferior identificada
como rodilla con la presencia de larvas C. macellaria, el cual fue encontrado en una
planta tratadora de aguas residuales, quienes resultaron positivas para cocaina con una
concentracion inferior al rango establecido. Mas alld de la descomposicion otros
inconvenientes se presentan para llevar a cabo estudios toxicologicos directos en el
fragmento anatdémico, las condiciones y contaminantes no controlables a las que fue
sometida la pieza antes de su hallazgo la hace una matriz analitica de composicion no
definida a diferencia de las larvas del diptero encontrado y que por compatibilidad con la
vida deben presentar homeostasia, permitiéndole mantener controlada su composicion
quimica lo que la hace un espécimen adecuado para el estudio.

En el caso del cuerpo cuya autopsia le correspondié la 06-10 presentd
colonizacion de dos especies de dipteros de la familia Calliphoriadae (Ch. rufifacies, L3;
C. macellaria, L3) en las larvas de ambas especies se detectd cocaina coincidiendo con

el estudio toxicoldgico de rutina realizado de forma directamente en el cadaver.
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En el cuerpo cuya autopsia correspondié la 09-10 fue encontrado en estado
fresco sin colonizacion de insectos, sin embargo las ropas del cadaver presentaban
abundante absorcién de sangre proveniente de las heridas que posiblemente causaron su
muerte, entre las prendas se encontré una chamarra de material sintético, dos dias
después de su separacion en el cadaver fueron encontradas larvas de la especie M.
domestica (L1) las cuales se alimentaban de la sangre. Aln y cuando las larvas presentes
en la colecta se encontraban en el primer estadio fue posible la deteccién de la cocaina lo
que sugiere que la sangre contenia este estupefaciente.

El cadaver al cual se le practicé la autopsia 10-10 correspondié al de una persona
quien fallecio en un enfrentamiento con armas de fuego en el limite del estado
Tamaulipas en un area cercana al estado de Nuevo Leon. Del cuerpo se colectaron larvas
de C. macellaria (L3) en donde se detecto la presencia de cocaina. Con la finalidad de
conocer las condiciones en las que una persona pierde la vida y cuyo cuerpo se presenta
en avanzado estado de descomposicion resultaria interesante determinar la relacion entre
la concentracion presente en las larvas de un toxico y la concentracion de este en el

cuerpo al momento de su fallecimiento.
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8. CONCLUSIONES

La entomofauna identificada en cadaveres de humano, en el Servicio Médico
Forense de la Procuraduria General de Justicia en el Estado de Nuevo Ledn, en los afios
2009 y 2010, fueron principalmente insectos del orden Diptera, y de este grupo solo
moscas de las familias Calliphoridae y Sarcophagidae. El otro orden de insecto presente
en la entomofauna fue Coledptera, con solo una especie de la familia Dermestidae.
Mencionadas de mayor a menor incidencia en los cadaveres, las especies fueron las
siguientes: Ch. rufifacies (6), C. macellaria (4) y en igual Ch. megacefala, Lucilia sp.,
Sarcophaga haemorrhoidalis y Dermestes caninus.

La linea de crecimiento para Ch. rufifacies, obtenida en condiciones de
laboratorio a una temperatura constante de 27 °C y humedad relativa de 56.09 %, fue
graficada con los datos de tamafio larval (longitud y ancho) en funcién del tiempo y
presento forma de recta con coeficiente de correlacion superiores a 0,98 desde el tiempo
de eclosién hasta la etapa post alimentaria o prepupa (84 h). El rango de tamafo larval
de Ch. rufifacies fue de 2,1 a 16,3 mm; los tiempo de permanecia de cada estadio y su
respectivo el rango de longitud larval fueron: 14 h y de 2.1 a 3.1 mm en el primer
estadio; 40 h y de 3.0 a 9.0 en el segundo estadio; 42 h y de 7.6 a 16.3 mm en el tercer
estadio. Al analizar los datos obtenidos cada dos horas, se formaron grupos en los cuales

23 de 44 comparaciones presentaron diferencias estadisticamente significativas en la
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longitud larval, lo que nos representd una tasa de crecimiento diferente pero en conjunto
graficamente se ajusta a una recta.

Al estimar la Concentracion Letal Media (CLso) de paration metilico y
carbofurano en los tres estadios larvales de Ch. rufifacies encontramos que la
susceptibilidad de las larvas de Ch. rufifacies a los insecticidas disminuye conforme
avanza los estadios larvales del insecto y esta condicion puede ser evaluada mediante el
método estandarizado para la estimacion de la CLsp de insecticidas en larvas expuesta
por via alimenticia y ectopica en un sustrato natural. Por otro lado la heterogeneidad en
la respuesta de las larvas de Ch. rufifacies para paration metilico aumenta conforme
avanza su desarrollo, a diferencia del carbofurano en donde la heterogeneidad en la
respuesta incrementa en el segundo estadio respecto al primero y disminuye en el tercero
a tal grado que no es significativamente diferente a la del primer estadio. Comparando la
susceptibilidad entre paration metilico y carbofurano encontramos que las larvas de Ch.
rufifacies fue significativamente mas susceptible al carbamato.

En la determinacion del efecto de la Concentracion Letal Media (CLso) de
paration metilico y carbofurano en el crecimiento larval de Ch. rufifacies encontramos
que la exposicion a la CLsy de paration metilico y carbofurano de cada uno de los tres
estadios larvales de Ch. rufifacies presenta un efecto negativo al disminuir la poblacion
larval, sin embargo no presenta un efecto en el crecimiento larval constante en los tres
estadios al monitorearse como longitud. La exposicidon desde la eclosion hasta etapa de
prepupa de las larvas de Ch. rufifaciesa la CLsy de paration metilico y carbofurano
estimadas en larvas de primer estadio no modifica la lineas de crecimiento de longitud

larval en funcién de la edad.
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Se desarrollé un método por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién
acoplada Espectrometria de Masas en Tandem para detectar y cuantificar cocaina en
larvas de moscas carrofieras presentes en cadaveres humanos, la forma de cuantificacion
de la cocaina fue mediante el método de estandar interno (benzoilecgonina-D3). Al
evaluarlo encontramos que el método es selectivo al no encontrar interferencias de
procedencia enddgena, con una sensibilidad evaluada como limite de deteccion de 0,625
ng/g, un rango lineal de 10 a 5000 ng/g con una r de 0,99, la precision y exactitud del
método en un dia fue de CV% de 4,35 a 5,36 y Er% 84,67 a 104,60; entre dias de CV%
de 2,17 a 8,84 y Er% 84,67 a 104,60.

Al Aplicar la metodologia estandarizada para la deteccion y cuantificacion de
cocaina en larvas carrofieras, obtenidas de cadaveres humanos, encontramos que las
larvas de dipteros ofrecen una alternativa aplicable como espécimen de estudio al
detectar el estupefaciente en los casos en que los cuerpos presenten un avanzado proceso
de descomposicidn, ain y cuando las muestras de fluidos como sangre y orina no estan
presentes en el cadaver e incluso cuando el cuerpo no estd presente y las larvas en

estudio se alimente de los fluidos del cuerpo.
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