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“Les mouches bourdonnaient sur ce ventre putride,
D'ou sortaient de noirs bataillons

De larves, qui coulaient comme un épais liquide

Le long de ces vivants haillons”

Charles Baudelaire

Une Charogne — Les Fleurs du Mal
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LA ENTOMOTOXICOLOGIA Y SU UTILIDAD EN EL QUEHACER

FORENSE

INTRODUCCION

Desde la década de 1980, se comenzd a tomar en cuenta la posibilidad de
detectar sustancias toxicas en los tejidos de insectos necréfagos durante las
investigaciones forenses, de esta manera aparece la entomotoxicologia. Un
ejemplo, entre los casos precursores de esta disciplina, es el descrito por Beyer y
cols. en 1980: Se hallé un cadaver en avanzado estado de descomposicion, en
proceso de esqueletizacién. No habia disponibilidad de muestras de orina, sangre
o tejidos que fueran viables para realizar un andlisis toxicologico. Sin embargo, en
el sitio se hallaban aun especimenes de Cochliomyia macellaria, una variedad de
mosca necréfaga. Los analisis fueron positivos para fenobarbital, lo cual sirvié
como apoyo para la hipétesis de un suicidio, al relacionar este hecho con otras

evidencias.

Desde finales del siglo XX y hasta ahora, se han realizado una gran cantidad de
estudios con el objetivo de desarrollar esta nueva disciplina forense. Se ha
experimentado con diversas especies de insectos necréfagos, que han sido
expuestos a alimento contaminado con sustancias toxicas; se han evaluado

numerosos métodos de deteccion de xenobidticos; se han implementado técnicas



con el objetivo de estandarizar los métodos de analisis, entre otras cosas. Ciertas
cuestiones han obtenido respuestas satisfactorias, tales como el efecto que
algunos xenobidticos pueden tener en el crecimiento de los insectos necrofagos;
pero otras cuestiones, tales como la relacion entre la concentracion de una
sustancia en el tejido del insecto con la concentracién en los tejidos del cadaver,

aun no se han resuelto.

El presente trabajo tiene como objetivo explorar las bases, la actualidad y las
posibilidades de la entomotoxicologia. Esta nueva disciplina se mostro, desde sus
inicios, como una herramienta de notable potencial para dilucidar las causas de
decesos relacionados con agentes toxicos. Asi mismo, ha demostrado ser una
fuente de informacion muy importante para obtener una determinacion fiable del
intervalo de tiempo transcurrido desde la muerte del individuo hasta su hallazgo,
cuando dicha determinacion se realiza con base en el desarrollo de la

entomofauna cadavérica.

Primero sera necesario explorar los fundamentos de la entomotoxicologia: se hara
un recorrido desde sus origenes, se presentaran sus bases cientificas y se
comentaran sus fortalezas y debilidades. Posteriormente, enlistaran y describiran
las especies de insectos con mayor relevancia en el quehacer forense, se
describiran sus principales caracteristicas taxondmicas, fisiolégicas, distribuciéon
geografica y comportamiento. Mas adelante, se dara una revisién a los métodos
seguidos para el analisis toxicoldégico, desde el muestreo in situ, hasta la
aplicacion de los métodos analiticos y la obtencion de resultados. Después se

presentaran las interpretaciones y aplicaciones de los resultados obtenidos en los



analisis toxicologicos, en casos reales y en situaciones de laboratorio, haciendo
énfasis en el actual estado del arte. Finalmente, se abordara la situacién actual de

la entomologia forense y de la entomotoxicologia en México.

A través de las siguientes paginas, se intentara ilustrar la relevancia de la
entomotoxicologia como una herramienta para las investigaciones forenses,
ofreciendo un panorama actual y general, que también sirva como un esbozo del

potencial y del futuro de esta disciplina.



LA ENTOMOTOXICOLOGIA

La entomotoxicologia, es una rama de la entomologia forense, que tiene
como objetivo la deteccion de xenobidticos en los tejidos de insectos necréfagos.
Sus resultados, pueden aplicarse para determinar la presencia de sustancias
toxicas en los tejidos de un cadaver, auxiliando en el esclarecimiento de las
causas del deceso; también hallan utilidad al cuantificar el efecto que estas
sustancias pudiesen tener en el desarrollo de especimenes entomoldgicos,
utilizados en la determinacion del intervalo postmortem (IPM). Segun Gennard,
Estos insectos pueden usarse, basandose en sus etapas de desarrollo y
sucesiones, para la investigacion forense, cuando han pasado mas de 72 h del
deceso, y la temperatura del cadaver, entre otros indicios estudiados por la
medicina forense, ya no ofrecen suficiente informacién para correlacionar con el

intervalo postmortem (2007, p.3).

Pensando en el primer punto, podria surgir la siguiente pregunta: ;En qué
momento seria ventajoso, o incluso necesario, utilizar insectos necréfagos para
realizar un analisis toxicologico? Pues si bien, en muchos casos es posible
acceder a matrices toxicologicas convencionales, tales como sangre, orina u
organos internos, la putrefaccion avanzada de un cadaver puede conducir a la
inviabilidad de estas, o incluso a su ausencia, por lo que la utilizacién de matrices
toxicoldgicas alternativas se convierte en un recurso para el investigador forense
(Skopp y cols. 2010). Entonces aparecen en escena los insectos sarcosapréfagos,

que al haber acompafiado al cadaver desde las primeras horas, o incluso minutos,



y habiéndose alimentado de este, podrian contener en su interior alguna respuesta
que abra un camino en la investigacién forense, conduciendo a nuevas lineas de

investigacion.

Con respecto al segundo punto, la influencia de los xenobidticos en el desarrollo
de los insectos necréfagos, la importancia es notable, debido a que algunos de
estos artrépodos, principalmente los dipteros, se utilizan frecuentemente para
determinar el tiempo que ha transcurrido desde la muerte de un individuo hasta el
momento del hallazgo del cuerpo. Estas determinaciones se realizan con base en
el desarrollo de los especimenes entomoldgicos recolectados, comparandolos con
una base de datos. Esta practica forense se ha utilizado desde el siglo pasado,
teniendo una gran aceptacion en el ambito legal, debido a que pueden obtenerse

datos fundamentados cuantitativamente sobre el momento del deceso.

El desarrollo y las sucesiones de insectos sarcosapréfagos en los cadaveres se
han estudiado ampliamente desde finales del siglo diecinueve. Los primeros casos
documentados, en los que se utilizé formalmente la entomologia forense para las
investigaciones, fueron en Francia. El primero de ellos tuvo lugar en 1850, y su
objeto de estudio fue el cadaver de un nifo, encontrado en estado de
momificacion (Benecke, 2001). EI médico francés Louis Bergeret D’Arbois,
contemporaneo y amigo de Louis Pasteur, tuvo la idea de utilizar a los insectos
para datar la fecha aproximada del deceso, y asi dar luz a esta cuestion para la
cual la medicina forense no hallaba respuesta. Para esto, Bergeret utilizd
informacion de otro importante personaje: el cientifico francés de origen espafiol

Mathieu Orfila (también llamado “padre de la toxicologia”, por sus importantes



aportaciones al desarrollo de esta disciplina en sus primeras etapas), que afios
antes, en 1831, habia descrito a la fauna cadavérica a partir de diversas
exhumaciones que realiz6 y documentdé en su Tratado de las Exhumaciones

Juridicas.

Posteriormente, Pierre Mégnin, médico francés, publica su libro La Fauna de las
Tumbas (1887), seguido de su obra mas importante La Fauna de los Cadaveres
(1894). En esta ultima, amplia enormemente el conocimiento del comportamiento
de los insectos necrofagos, describiendo las sucesiones de estos animales, asi

como sus caracteristicas.

Figura1 Imagenes del libro La Faune des Cadavres (La Fauna de los Cadaveres, 1894), de
Pierre Mégnin.



Pero fue a partir de la aparicion de la entomotoxicologia, que tomd en cuenta el
aceleramiento o la inhibicion en el desarrollo de los insectos necréfagos debido a
la incorporacion de xenobidticos a su metabolismo. Estas modificaciones en
ocasiones representan errores de horas, e incluso dias, en el estimado del
intervalo postmortem (Lopes de Carvalo y cols. 2012), lo que puede conducir a
importantes equivocaciones, con implicaciones legales. De esta forma, los
insectos pueden convertirse en un aliado para el investigador forense, cuyos

resultados son, a su vez, un apoyo fundamental en la aplicacion de la justicia.

La utilidad de la entomotoxicologia, se ha demostrado en diversas ocasiones. Sin
embargo, esta disciplina presenta puntos deébiles, tales como la actual
imposibilidad de establecer una clara relacibn entre la concentracion del
xenobidtico en los tejidos del insecto con la concentracion en los tejidos del
cadaver (Gosselin y cols. 2011a), algo que seria de enorme utilidad para poder
aseverar que la presencia de una sustancia fue la causa de la muerte, 0 si su
concentracion correspondia a un consumo posiblemente inofensivo. Esta cuestion
podria ser eventualmente resuelta, con el avance en el conocimiento del
metabolismo de los xenobidticos en los especimenes entomoldgicos. Sin
embargo, estas limitaciones, mas que restar importancia a esta nueva disciplina,

representan areas de oportunidad para la investigacion.

La mayoria de las sustancias involucradas en las muertes relacionadas con
xenobiodticos, son detectables a través de las larvas de insectos necréfagos:

opiaceos tales como morfina y codeina, cocaina y su metabolito benzoilecgonina,



anfetaminas, fenotiacinas y benzodiacepinas, esteroides, barbituricos y distintos

salicilatos como el parcetamol.

Algunas drogas se han detectado en puparios, e incluso en excrementos de
escarabajo. Ciertos estudios han demostrado que es posible detectar drogas en
los tejidos de las larvas, cuando en los tejidos del cadaver ya no son detectables
(Gosselin y cols. 2011a). Sin embargo, el no detectar ninguna droga en las larvas

no implica su ausencia en los tejidos, como indican algunos estudios.

En los estudios entomotoxicoldgicos, la deteccion analitica de xenobidticos no
representa la mayor dificultad. EI mayor obstaculo es la interpretacién de los datos
obtenidos, debido a la carencia de métodos estandarizados para el manejo de los
especimenes durante su recoleccion, almacenamiento y descontaminacion; asi
como la carencia de suficientes bases de datos, que relacionen las
concentraciones del xenobiotico en el sustrato en el cual se desarrolla el insecto, y

en los tejidos del mismo.

Figura 2 llustracion extraida del tratado de entomologia forense, “La Faune des Cadavres” de
Mégnin P. (1894).



ENTOMOFAUNA CADAVERICA DE INTERES FORENSE

A partir de los primeros instantes del deceso, se lleva a cabo una serie de
reacciones quimicas que modifican las condiciones del medio. Se lleva a cabo la
autolisis, y la produccion de sustancias volatiles por parte de las bacterias
anaerobias. Estas sustancias causan el Odor Mortis (Arpad, 2012), lo cual atrae a

los insectos sarcosaprofagos.

La fauna que habita en la carrofia consiste principalmente de insectos, los cuales
siguen una secuencia de aparicién, hecho que fue descrito por primera vez por
Pierre Mégnin en 1894. Mediante el reconocimiento de las especies en esta
secuencia, de su etapa de desarrollo, de las condiciones ambientales y la
exposicion a xenobidticos, se pude hacer un estimado del tiempo que ha
transcurrido desde la muerte. También es posible averiguar si el cadaver fue
movido de su localizacion original, y en algunos casos es posible detectar la

presencia de sustancias toxicas (Gosselin y cols. 2011a).

Los insectos son los organismos animales mas abundantes en el planeta. La clase
Insecta, que se encuentra inscrita en el phylum Artropoda, a su vez se subdivide
en una gran cantidad de grupos llamados 6rdenes. Cada orden se divide en
familias, y cada familia se divide en géneros, y los géneros dan lugar a una o mas
especies. Cuatro érdenes de insectos, en especifico, son especialmente diversos
en cuanto a especies identificadas se refiere: Coleoptera (300,000), Lepidoptera
(200,000), Hymenoptera (130,000) y Diptera (110,000) (Guillot, 2005). Las
especies de insectos con mas relevancia en la investigacion forense pertenecen a

9



los 6rdenes Diptera y Coleoptera. Los primeros insectos en llegar al cadaver
pertenecen al orden Diptera, y entre ellos suelen ser los especimenes de la familia

Calliphoridae los primeros en llegar a colonizar.

No todos los insectos hallados en el cadaver se alimentan de carrofia. Pueden
distinguirse cuatro categorias de entomofauna relacionada con el cadaver

(Kenneth, 1986):

e Especies necréfagas: Se alimentan de los tejidos en descomposicion, y
constituyen la categoria mas importante en el establecimiento del intervalo
postmortem. Diptera: Calliphoridae, Sarcophagidae. Coleoptera: Silphidae,
Dermestidae.

e Predadores y parasitos de las especies necréfagas: La segunda
categoria con mayor interés forense. Coleoptera: Staphylinidae. Diptera:
Chrysomya, Ophyra (que se convierten en depredadores de otras especies,
cuando llegan a una etapa larvaria avanzada).

e Especies Omnivoras: Avispas, hormigas y algunos escarabajos. Pueden
llegar a alimentarse del cadaver y de los demas insectos.

o Especies adventicias: Son aquellas que llegan al cadaver casualmente, y

lo usan como extension de su ambiente. Collembola, aranas.

Segun la descripcion de numerosos entomologos, desde la época de Pierre
Megnin, hasta ahora, la sucesién de la fauna de los cadaveres puede dividirse

en ocho grupos:

10



Fauna Estado del
Grupo Ejemplos cadaver Imagen
Calliphoridae: Fresco
Calliphora vicina
1 Lucilia sericata
Muscidae:
Musca
domestica
Sarcophagidae: | Desarrollo  del
2 Sarcophaga spp. | olor
Dermestidae: Enranciamiento
3 Dermestes de grasas
Lardarius
Piophilidae: Fermentacion
4 Piophila casei butirica
Fannidae:
Fannia
canicularis
Muscidae: Fermentacion
5 Ophyra capensis | amoniacal

Silphidae:

Nicrophorus

vespilloides

11



Fauna

Grupo

Ejemplos

Estado del

cadaver

Acari

Dermestidae:

Attagenus pellio

Ptinidae:

Ptinus brunneus
Tenebrionidae:
Tenebrio

obscurus

Restos secos

Tabla 1 Sucesion de la fauna de los cadaveres. Tabla basada en datos de Megnin P. (1894) y
Smith K. (1986). Elaboracién propia.
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ORDEN DIPTERA

Otro nombre comun de este taxo es “moscas verdaderas”. Los adultos de
esta especie, tienen solo un par de alas, y ademas otro par modificado -llamados
halterones-, que fungen como 6rganos de equilibrio. Los moscardones o moscas

azules (blowflies), los tabanos (horsefly) y los mosquitos, pertenecen a este grupo.

Un gran numero de especies pertenecientes a este taxo se desarrollan en materia
organica en descomposicién, como la carroiia; mientras que otros son parasitos

obligados de vertebrados o de otras especies de invertebrados.

Familia Calliphoridae

A esta familia pertenecen las moscas azules (Calliphora) y las verdes
(Lucilia). Estos géneros son los que tienen mas relevancia para la entomologia

forense. También se encuentra en esta familia el género Chrysomya.

Genero Calliphora

Aqui se encuentran clasificadas las moscas azules o moscardones, las cuales
miden entre 6 y 14 mm de longitud, tienen un color azul metalico y un aspecto
erizado. Este género esta bien representado en las regiones holoarticas y en
Australia. Aunque dos especies de este taxo se encuentran ampliamente

distribuidas en la regién afrotropical: C. croceipalpis y C. vicina). Los adultos de

13



este grupo pueden comenzar la ovoposicion de 4 a 5 dias, con una temperatura

ambiental de 24°C, después de emerger, finalizando su fase como pupa.

Una hembra puede poner hasta 300 huevos en pequefios grupos o en una solo
puesta, sus huevos miden aproximadamente 1.7 mm. Una vez que eclosionan, las
larvas buscan penetrar en el cadaver, ya sea por orificios naturales o heridas. En
cuanto las larvas llegan a la tercera fase, se alejan del cuerpo, buscando un
refugio para continuar con la etapa de pupa; estos refugios pueden ser rocas,
troncos, hojas o bajo el suelo, en el caso de estar a la intemperie; en el caso de
hallarse dentro de una habitacién, los refugios pueden ser muebles, almohadas o
cualquier objeto que las pueda cubrir. Estas larvas pueden moverse hasta diez
metros de distancia del cadaver, y llegar a otras habitaciones, por lo que es
importante que el perito tome en cuenta esta conducta al momento de recolectar

los especimenes.

Las especies mas estudiadas en casos forenses son Calliphora vicina y
Calliphora vomitoria L. También son de importancia las especies Calliphora
alpina, Calliphora stygia, Calliphora uralensis, Calliphora subalpina,

Calliphora loewi, Cynomya mortuorum L., Cynomyopsis cadaverina.
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(A) (B)

Figura 3 Calliphora vicina.
(A) Espiraculos posteriores de la segunda y tercera fase larvaria, vista lateral de una larva en

tercera fase. (B) Espécimen adulto de Calliphora vicina. Tomado de Smith K. (1986).

Genero Lucilila

En este grupo se encuentran las moscas de color verde, cuyo color caracteristico
se modifica con la edad del espécimen, siendo verde azulado, con reflejos
violetas, al momento de emerger de la fase pupa, llegando a un verde esmeralda

en la fase adulta que con el tiempo se va oscureciendo.

Los adultos de este género, son algo mas pequefios que los pertenecientes al taxo

Calliphora (4.5-10 mm), aunque tienen comportamientos y una biologia similar.

Las especies de este grupo no son faciles de identificar, especialmente las
hembras, y probablemente deban enviarse con un experto para su identificacion.
Algunas de las especies con particular interés forense son Lucilia sericata,

Luciliaillustris y Lucilia caesar L.
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(B)

Figura 4 Lucilia sericata.
(A) Espiraculos posteriores de la segunda y tercera fase larvaria, vista posterior y lateral de
una larva en tercera fase. (B) Espécimen adulto de Lucilia sericata. Tomado de Smith K.

(1986).

Genero Chrysomya

Es un grupo esparcido en zonas tropicales y subtropicales del viejo mundo, en
donde remplazan a las especies pertenecientes a Calliphora y Lucilia, que se

hallan en zonas templadas.

Los adultos miden entre 5 y 12 mm y tienen una coloracién verde oscuro o azul,
algunas veces metdlico. Algunas especies de importancia forense son

Chrysomya albiceps, Chrysomya rufifacies, Chrysomya megacephala.
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Figura 5 Chrysomya megacephala adulta.

Tomado de Smith K. (1986).

Familia Sarcophagidae

La familia Sarcophagidae, es un grupo muy extendido en todo el mundo. Las
especies de este taxo, son comunmente llamadas moscas de la carne (flesh-flies).
Los adultos miden entre 4 y 16 mm de largo, y tienen en su térax coloraciones
plateadas y grisaceas, que forman patrones rayados, sus ojos tienen un color
rojizo. Al igual que las moscas del género Lucilia, tienen preferencia por la carrofia
expuesta al sol. A menudo, estas moscas llegan después que las de la familia
Calliphoridae. Otra caracteristica importante de estos insectos, es que la hembra
es vivipara, deposita larvas y no huevos en la carrofia, a diferencia de las moscas

Calliphoras, que son generalmente oviparas.

Las especies de esta familia son muy similares entre si, y por tanto puede ser
dificil identificarlas. Algunas especies de particular interés forense, y de las cuales
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se han hecho mas estudios son: Sarcophaga haemorrhoidalis, Sarcophaga
misera, Sarcophaga crassipalpis, Sarcophaga argyrostoma y Sarcophaga

carnaria.

Figura 6 Sarcophaga carnaria adulta.

Tomado de Smith K. (1986).

ORDEN COLEOPTERA

Estos insectos, conocidos como escarabajos, poseen un par de alas modificadas,
llamadas élitros, que protegen a las alas membranosas posteriores, que en la
mayoria de los casos estan habilitadas para volar, aunque en algunas especies se
encuentran atrofiadas o incluso ausentes (Gillot, 2007). Los adultos estan
formados por tres partes: cabeza, térax y abdomen. Las larvas poseen una cabeza

con forma distintiva con piezas bucales cortantes. Este orden es el mas diverso,
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con mas de 300,000 especies descritas. Una de las caracteristicas estructurales
con mas contribucion al éxito de este orden, ha sido el desarrollo de los élitros (las
alas esclerotizadas), que protegen sus alas cuando no estan en uso, permitiendo
que estos insectos ocupen espacios muy cerrados. Ademas, otra caracteristica
importante, es el posicionamiento de los espiraculos respiratorios, bajo los élitros.
Esto permite una menor pérdida de agua, y por tanto una mejor adaptabilidad a

ambientes aridos. (Guillot, 2007).

La mayoria de los escarabajos hallados en el cadaver, seran probablemente

depredadores de otros insectos, y solo algunos seran necrofagos.

Especimenes pertenecientes a las familias Staphylinidae, Scarabaeidae e
Histeridae fueron los mas abundantes en un estudio realizado en el sur de México.
En dicho estudio se encontraron 130 especies pertenecientes a 21 familias

(Caballero y Ledn, 2014).

En un estudio realizado en Brasil, las familias mas abundantes fueron:

Dermestidae, Scarabaeidae, Cleridae y Trogidae (Mayer y Vasconcelos, 2013).

Familia Silphidae

Estos escarabajos tienen un cuerpo aplanado con bordes afilados, sus cabezas
son pequefas en comparacion con el tamafo del térax. Los especimenes de esta

familia poseen antenas que se engrosan conforme los segmentos se acercan al
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final de las mismas, y la distancia entre los puntos de insercion en la cabeza es

amplia. Un ejemplo de importancia es el Nicrophorus humator.

Familia Staphylinidae

Se trata de escarabajos de gran actividad, los cuales son faciles de reconocer,
debido a que cuando se observan desde arriba, al menos la mitad de sus
segmentos abdominales se quedan sin cubrir por sus pequefios élitros. Estas
especies de escarabajos pueden volar con facilidad, ya que cuentan con unas

fuertes alas membranosas debajo de sus pequenos élitros.

Algunos especimenes tienen la caracteristica de elevar los ultimos segmentos
abdominales sobre su cuerpo, recordando a la forma de un escorpidn. Estas
especies son depredadoras de las larvas de las moscas. Algunos ejemplos de

interés forense son Philonthus longicornis y Creophilius maxillosus L.

Familia Histeridae

Estos escarabajos son de tamafio pequefio, de color negro brillante, con un fuerte
exoesqueleto y poseen patas con una parte aplanada. Los élitros dejan ver, si se

observa por encima, los ultimos dos segmentos abdominales.

Se trata de insectos depredadores, las larvas y los adultos pueden hallarse en el

cadaver alimentandose de los insectos necréfagos.
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Familia Trogidae

Estos insectos de tamafio mediano, son de color café opaco, su parte dorsal tiene
un aspecto rugoso y sus élitros pueden tener vello. Sus patas no son muy anchas,
y no estan adaptadas para escarbar. Las larvas poseen garras caracteristicas, de
forma alargada y afilada. Estos escarabajos pueden hallarse en la etapa seca del

cadaver.

Familia Dermestidae

Los escarabajos de este grupo pueden tener tamafos que van desde 1.5 mm a 1
cm, y son de forma ovalada y alargada. Sus antenas tienen de 5 a 11 segmentos,
finalizando en dos o tres segmentos con forma de mazo. Poseen ojos simples
(ocelos). Los ejemplares de esta familia tienen la capacidad de retraer sus

miembros en la parte baja de su cuerpo, de manera que nada sobresalga.

Las larvas pueden variar de color café al negro, y estan cubiertas de vellosidades
de distintas longitudes en su superficie dorsal, a menudo tienen mechones de vello
en los costados. Un par de ejemplos representativos de esta familia, son las
especies Dermestes maculatus (conocidos como osos lanudos, debido a la

cantidad de vellos que poseen), y Dermestes lardarius L.
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Familia Cleridae

Son escarabajos de colores brillantes, o al menos en alguna parte de su cuerpo.
Son de forma alargada y cilindrica, y parece tuvieran cuello, debido a que la
primera parte de su torax es mas angosta que los élitros. Los adultos pueden ser
de apariencia vellosa. Estas especies son depredadoras de las larvas de las

moscas. Un ejemplo representativo es la especie Necrobia rufipes.
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Figura 7 Ejemplos de coledpteros hallados en cadaveres.

De izquierda a derecha: Carabus (Carabidae), Nicrophorus (Silphidae), Anthobium (Staphylinidae),
Saprinus (Histeridae). Tomado de Smith K. (1986).

Identificacion taxonémica de las especies

Segun identificacién de los insectos puede hacerse de distintas maneras: (1)
Enviando el espécimen a un experto, (2) Comparando el espécimen con otros
pertenecientes a alguna coleccion, (3) Comparando al insecto con imagenes o
descripciones, (4) Utilizando una clave dicotomica (Gillot C. 2007). A esto se le
puede sumar la opcion de comparar el codigo genético del espécimen, con un
banco de datos (Rodriguez, 2014)
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APLICACIONES DE LA ENTOMOTOXICOLOGIA

En un principio, el estudio toxicolégico en tejidos de insectos se dirigié a la
deteccion de metales pesados en el ambiente, asi como a la evaluacion del efecto
de pesticidas en la fauna entomoldgica. Y fue durante los afios setenta, cuando la
investigacion entomotoxicolégica tomo relevancia en las investigaciones forenses

(Gosselin, 2009).

Dentro del area forense, podemos destacar dos aplicaciones: La determinacion del
efecto de cierto xenobidtico en el desarrollo de las especies de insectos usados
para determinar el intervalo postmortem, y la deteccion indirecta de xenobidticos
en un cadaver. Ademas, se ha estudiado la acumulacién de plomo, bario y
antimonio en larvas de dipteros, lo cual ofrece una herramienta mas para
determinar la utilizaciéon de armas de fuego, y puede ser de utilidad en casos en
los que el cadaver se halle en un estado avanzado de descomposicién (LaGoo y

cols., 2010).

Por otra parte, la entomotoxicologia puede ser de utilidad en otro tipo de
investigaciones, por ejemplo, ayudando a dilucidar crimenes en contra de la fauna
silvestre (Fico, 2013) o incluso podria ser de ayuda en investigaciones
arqueldgicas (Gosselin, 2009), ya que los restos de los insectos pueden llegar a
conservarse cientos de anos (Didier, 2008) y con ellos las sustancias

bioacumuladas.
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DETECCION INDIRECTA DE XENOBIOTICOS EN CADAVERES

El fenobarbital, fue la primera droga identificada en larvas de mosca
encontradas en un cadaver, en esa ocasion el cuerpo se encontraba en etapa de
esqueletizacion (Beyer y cols., 1980). Desde ese momento hasta la fecha, se han
podido detectar decenas de drogas y sustancias toxicas en los tejidos de insectos
asociados a los cadaveres, y en algunos casos se han desarrollado y validado
métodos para alguna sustancia en especifico. La lista de sustancias abarca
opiaceos, antidepresivos, barbituricos, benzodiacepinas y metales pesados, entre
otras (Gosselin y cols., 2010). Y las técnicas mas comunmente utilizadas para las
determinaciones son la cromatografia de gases y cromatografia de liquidos,

acopladas a espectrometria de masas.

En un estudio realizado por Aguiar Franga y cols. (2015) en Brasil, el pais
latinoamericano con mas publicaciones sobre el tema que nos ocupa,
recientemente se evaluo la implementacion de una metodologia para la deteccion
simultdnea de xenobidticos en tejidos de insectos necrofagos, alimentados con
carne de cerdo con una cantidad conocida de cada sustancia. En dicho estudio se
analizaron seis drogas de prescripcion (amitriptilina, carbamazepina, bromazepam,
clonazepam, diazepam, flunitrazepam), ademas de cocaina y benzoilecgonina, y
Aldicarb (un insecticida) junto con sus metabolitos, utilizando cromatografia de
liquidos acoplada a espectrometria de masas. Una vez desarrollado el método, fue

utilizado en larvas recolectadas de cadaveres en el Instituto Médico Legal de
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Brasil, con lo que fue posible detectar cocaina y benzoilecgonina, carbamazepina,

diazepam y amitriptilina en algunas de las muestras.

Otro estudio, realizado en Bélgica, tuvo por objetivo desarrollar y validar un
método de deteccidon y cuantificacion de metadona y su metabolito principal, 2-
etiliden-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina, en las diferentes etapas de desarrollo de la
Lucilia sericata. Se utilizé extraccion liquido-liquido, y para la determinacion se us6
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS-
MS). El limite de cuantificacién de la droga se fij6 en 10 pg/mg en la larva.
Posteriormente, el método se aplicé en especimenes en su tercera etapa larvaria,
obtenidos de un medio artificial compuesto por corazén de res adicionado con 4
Mg/g de metadona, asi mismo, se analizaron larvas provenientes de un cadaver de
un caso de sobredosis, con resultados positivo en la deteccion del xenobidtico

(Gosselin y cols., 2010).

Karampela y cols., (2015) abordan el desarrollo un método de cromatografia
liquida, para la determinacién de A°-tetrahidrocanabinol (THC) y 11-carboxi-A9-
tetrahidrocanabinol (THCA), en un tipo de dipteros califéridos (Lucilia sericata),
partiendo de la hipotesis de que el THC y el THCA, son bioacumulados en el
cuerpo del insecto al alimentarse del cadaver. Ademas, los autores se encargaron
de describir el efecto de distintas técnicas de extraccion. En este estudio se utilizé
un cromatografo de liquidos acoplado a un espectrometro de masas con
ionizacion por electrospray, y la técnica de extraccion fue liquido-liquido en

condiciones acidas.
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Es importante destacar que este método fue aplicado en una investigacion
forense. En dicha ocasion, se hallé el cuerpo de una mujer ahorcada, en las
primeras etapas de descomposicion. En el cuerpo se hallaron larvas de Lucilia
sericata en segunda fase, las cuales fueron analizadas con cromatografia de
liquidos, dando un resultado positivo para THC, en una concentracion de 43
pg/mg. A la vez, se analiz6 una muestra de orina de la occisa, la cual dio positivo a
canabinoides; ademas de una muestra de higado, de la cual se obtuvieron
resultados positivos para THC y THCA, con concentraciones de 2.1 y 3.4 ng/g

respectivamente.

Las carcasas de las pupas (puparios), que son abandonadas por el insecto adulto,
también pueden analizarse para detectar trazas de determinado xenobidtico. Se
analizaron carcasas de pupas pertenecientes a ejemplares de Lucila sericata, en
busca de metadona. Para la determinacion, se utilizé UPLC-MS/MS (ultra
performace liquid chromatography-mass spectrometry). Se colocaron cinco grupos
de larvas con alimento artificial, cada uno de los cuales contenia cuatro cantidades
distintas de metadona, asi como un blanco sin la droga. Los resultados fueron
positivos para las dos concentraciones mas altas (0.8 mg/g, y 4 mg/g), lo que
demuestra la acumulacion de metadona en la cuticula del insecto. Una sustancia
s6lo puede detectarse en un insecto si la absorcién del xenobidtico es mayor a su
eliminacion. Estas determinaciones confirman que mientras cierta cantidad de
metadona se elimina por los érganos larvarios (por los tubulos de Malpighian o por
los nefrocitos), una parte se bioacumula en el pupario (Gosselin y cols., 2011).

Segun estos resultados, un resultado negativo a metadona, no necesariamente
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implica la ausencia de esta en el cadaver. Ademas, es importante tomar en cuenta
que la concentracion hallada en los puparios fue 60 veces menor a la que existia

en las larvas en tercera fase.

Un tipo de analisis entomotoxicoldgico alternativo es el inmunohistoquimico. Un
ejemplo de ello es el trabajo publicado por Souza y cols. (2013) en Brasil, en el
cual se propone una estandarizacion de procedimientos histoldgicos, para la
deteccion de sustancias toxicas por inmunihistoquimica en larvas de dipteros con
interés forense (C. albiceps, C. megacephala y S. ruficornis). En este estudio, se
prueban distintos tipos de sustancias fijadoras, asi como intervalos de tiempo de

fijacion.

Figura 8 Deteccion de morfina mediante una técnica inmunohistoquimica, en una seccién de tejido
de una larva de C. vicina en tercera fase.

(La reactividad de la morfina se observa en marrdn, entre la endo y la exocuticula). Ex: exocuticula,
epi: epicuticula, end: endocuticula, h: hemolinfa. Tomado de Souza C. (2013).
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Otra alternativa a los métodos de deteccidon tradicionalmente utilizados en la
investigacion entomotoxicolégica, es el uso de la espectroscopia de infrarojo
cercano (NIRS: Near-infrared spectroscopy). Esta opcién presenta las ventajas de
no requerir extraccion, necesitar un manejo minimo de la muestra y la no
destruccion de la misma. Mediante este método, es posible detectar la huella
metabdlica (lipidos, proteinas, procesos celulares) de especimenes vivos, de una
manera rapida. En un estudio realizado en larvas, pupas y adultos de Chrysomia
megacephala, se evalud esta alternativa para la deteccidén de flunitrazepam, con
resultados positivos, demostrando su viabilidad y su practicidad (Oliveira y cols.,

2014).

En la mayoria de los casos, fue posible detectar el xenobidtico tanto en los tejidos
de los insectos, como en los del cadaver, sin embargo, no siempre se pudo
detectar la sustancia estudiada en los insectos, aunque esta si se hallaba en

presente en cadaver.

DETERMINACION DEL EFECTO DE LOS XENOBIOTICOS EN EL
DESARROLLO DE ESPECIMENES ENTOMOLOGICOS CON INTERES

FORENSE

La aplicacion mas frecuente de la entomotoxicologia es la cuantificacion de los

efectos de alguna sustancia sobre los insectos usados para determinar el intervalo
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postmortem. Los efectos mas importantes de los xenobidticos en estos

especimenes son el aceleramiento o la inhibicién del desarrollo.

Existen bases de datos con informacién concerniente al desarrollo de diversas
especies de insectos necrofagos, en donde se toma en cuenta el efecto de la
temperatura en el tiempo que abarca su ciclo de vida. Después de la identificacion
de las especies halladas en un cadaver, se utiliza la informacién de las bases de
datos para poder identificar la etapa de desarrollo en que se encuentran los
especimenes, con esto puede obtenerse un estimado muy preciso del momento
del deceso, con un margen de error de pocas horas. Sin embargo, en los casos en
que las larvas son expuestas a xenobidticos, el ciclo puede verse acelerado o
inhibido, y el ignorar este hecho puede llevar a estimaciones incorrectas, con

variaciones que pueden llegar a ser incluso de dias (C. Mullany y cols., 2014).

Hasta la fecha, decenas de sustancias se han evaluado en especimenes
entomoldgicos. Los efectos son de magnitud diversa en el aceleramiento o
inhibicién del ciclo de vida, asi como en la supervivencia de los especimenes a
través de sus distintas etapas. Estos estudios son de gran importancia, ya que en
la actualidad se ha incrementado el uso de drogas ilegales con fines recreativos, y
es necesario contar con metodos validados para su deteccion, ademas de bases

de datos para cuantificar el efecto sobre el artropodo.

La metanfetamina es una de las drogas frecuentemente utilizadas en la actualidad.
Se ha estudiado la presencia de metanfetamina en especimenes de Calliphora

vomitoria, dando como resultado un incremento en el ciclo de vida (una diferencia
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de 12 h, en el lapso desde la ovoposicion hasta la eclosién de los adultos),
también se observd un incremento considerable en el tamano de las larvas, y al
mismo tiempo hubo un incremento en la mortalidad de los insectos en su etapa de
pupa (sobrevivieron menos del 50%). Este estudio se realizé alimentando a las
larvas con una comida artificial que contenia cantidades conocidas de
metanfetamina. La determinacién se realizé utilizando cromatografia de gases y

espectrometria de masas (Magni y cols., 2014).

La cocaina, también ha probado ser un estimulante en el desarrollo de las larvas
de dipteros. Un estudio realizado en especimenes de Chrysomya albiceps y
Chrysomya putoria, alimentados con conejos a los cuales se les inyecto cocaina,
arrojo como resultado un aceleramiento de mas de 40 horas en el lapso de la
etapa larvaria, a la vez que disminuyd la mortalidad de los especimenes en la
etapa de pupa, en comparacion con el grupo control (Lopes de Carvalho y cols.,

2012).

Los casos anteriores son ejemplos de xenobioticos que promueven el desarrollo
de los especimenes necrofagos. Un efecto contrario es el producido por la
ketamina, la cual se estudié en especimenes de Chrysomya megacephala. En
este estudio, se compar¢ el desarrollo de la C. megacephala, bajo los efectos de
tres concentraciones diferentes de ketamina en su alimento (Zhou Lu y cols.,

2014).

30



[—_IContral EZZ70.5L0, |

Ese] LD EEEE 2D
& 80

huevo .
» :
2N uu |
MY L leer———————i—— —
7 I T i 7 T
o} larva o TRy e e
3 ..
rd T L A o T e A T e A R E R T
£ e e O e S e e el
s
b=
w
g prepupa
E

pupa

¥ ¥ bl B a0y ¥ LI rers oy TrrYTrTYTY>® LIRS |
o 20 40 a0 &0 100 120 140 160
Tiempo (h)

Figura 9 Duracion de las etapas de C. megacephala a temperatura constante (28°C), con tres
dosificaciones diferentes de ketamina en su alimento.

Se observa un incremento significativo en la etapa larvaria. Tomado de Zhou Lu y cols. (2014).

En los casos de infestacién de larvas de dipteros en un ser viviente, es decir, en
casos de miasis, la determinacion del desarrollo de estas larvas puede ser de
utilidad para datar el periodo de negligencia criminal, en el cual bebés, personas
incapacitadas u hospitalizadas, asi como animales han sido objeto de descuido.
En estos casos la entomotoxicologia puede auxiliar al investigador forense, ya que

en muchos de estos casos el afectado puede encontrarse medicado.
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Figura 10 Especimenes de Chrysomya putoria. A) Control, B) Especimenes expuestos a
diazepam.

Tomado de Lopes de Carvalho (2009).

OTRAS APLICACIONES

DETECCION DE RESIDUOS DE ARMAS DE FUEGO EN UN CADAVER

Al dispararse un arma de fuego, se dispersan particulas de plomo, bario y
antimonio, por lo que presencia de estos residuos en un cadaver, es una evidencia
clara de una herida causada por arma de este tipo. Las evidencias fisicas de esta
clase de lesiones son, en muchos casos, claramente identificables, sin embargo,
cuando un cuerpo se halla en un estado avanzado de descomposicion, las heridas
pueden verse severamente modificadas por la putrefaccion y la actividad de las

larvas.

Se ha comprobado experimentalmente, que es posible hallar residuos de plomo,
bario y antimonio, en larvas que se alimentan de los tejidos circundantes a la zona
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de impacto de un proyectil de un arma de fuego. De hecho, estos elementos
pueden hallarse en los tejidos del insecto hasta su etapa de pupa, y existen
evidencias de que el bario es bioacumulado en sus tejidos, ya que la
concentracion se incrementa conforme la larva se sigue alimentando (LaGoo y

cols., 2010).

ECOLOGIA

Mediante el analisis toxicolégico de los insectos, es posible determinar la
presencia de metales pesados en el ambiente, asi como pesticidas y otras
sustancias toxicas, como sugiere un estudio realizado en la desaparecida
Yugoslavia, en el cual se detectd mercurio en especimenes de Lucilia caesar y

Lucilia illustris (Nuorteva P., Nuorteva S. y Suckcharoen, 1980)

La entomotoxicologia, también puede aplicarse en cadaveres de animales, con el
fin de determinar las causas de su muerte cuando se sospecha de un
envenenamiento. De esta manera puede contribuir al cuidado y conservacion de la

fauna silvestre (Anderson, 1999; Fico y cols., 2013).

ARQUELOGIA

La arqueoentomologia, es el estudio de restos de insectos hallados en sitios

arqueologicos. Bajo ciertas condiciones ambientales, la cuticula de los insectos
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puede conservarse por cientos, e incluso miles de afos. Los especimenes que
suelen conservarse mejor, son los del orden Coleoptera, debido a la dureza vy

resistencia de su exoesqueleto (Didier, 2008).

Speight (1984) demostré que los escleritos, placas de quitina y proteinas que
constituyen el exoesqueleto de los artropodos, son quimicamente estables y
particularmente resistentes a la descomposicion. Se muestra la estructura de la
quitina, principal componente del exoesqueleto de los insectos, en la siguiente

figura.

CH,
¢—o
CH,O0H H NH
0
H/q . o H\J
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0
H NH CH,OH
¢—o

Figura 11 Estructura quimica de la quitina.

Sin embargo también es posible hallar restos de otros grupos de insectos, tales
como los dipteros, que pueden encontrarse en sus distintas etapas de desarrollo.
Puede mencionarse, como ejemplo, el estudio realizado a una momia egipcia
(Namenkhet Amun) de aproximadamente 2500 afios de antigledad, dentro de la
cual se hallaron restos de especimenes necrofagos, tanto dipteros -Chrysomya
albiceps (Calliphoridae)- como colebépteros —Necrobia rufipes (Cleridae),
Nathrenus verbasci (Dermestidae)-, de los cuales se encontraron especimenes en

etapa larvaria y adulta, ademas de pupas (Huchet, 2010).
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Se ha comprobado que ciertas sustancias, tales como metales pesados y cocaina
pueden acumularse en la matriz proteinica de las carcasas de la pupa (Introna y
cols., 2004). De manera que existe la posibilidad de detectar xenobidticos en

especimenes hallados en sitios arqueoldgicos, los cuales pueden ligarse a los

cadaveres, y aportar informacion de interés histérico (Gosselin, 2009).

A8

Figura 12 Pupa de Chrysomya albiceps, hallada dentro del abdomen de la momia de Namenkhet
Amun.

Tomado de (Huchet, 2010).
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MUESTREO Y ANALISIS

Un punto muy importante, sefialado por los especialistas en el tema, es la
falta de estandarizacion en los protocolos de la entomotoxicologia. Existen
variaciones importantes en las metodologias, que incluyen consideraciones

diferentes al recolectar los especimenes o al preparar la muestra para el analisis.

El proceso de la investigacion entomotoxicologica, inicia con el muestreo de los
insectos. Este primer paso, que en principio pareceria obvio, debe realizarse
tomando en cuenta algunas consideraciones de importancia. Como sefalan
algunos investigadores (Amendt y cols. 2006, Carvahlo y cols. 2010, Gosselin y
cols. 2011), un muestreo descuidado puede devenir en una gran variabilidad en

los resultados.

Posteriormente, para la eleccion del procedimiento analitico adecuado, deben
considerarse las caracteristicas de la sustancia a analizar, ya sea esta organica

(drogas o pesticidas) o inorganica (metales) (Gagliano y Aventaggio, 2001).

En cuanto al origen de las muestras entomoldgicas, podemos dividir los estudios

existentes en dos grupos:

1) los que se estudian muestras provenientes de cadaveres humanos, es decir,

casos en los que se realizé una investigacion forense;

2) los que emplean muestras provenientes de estudios realizados en laboratorio.

A su vez, el segundo grupo puede sub-dividirse en dos:
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2.1) los estudios en los que un xenobidtico es administrado a un animal
vivo, que posteriormente es sacrificado, y de cuyo cadaver se alimenta la

entomofauna;

2.2) estudios en los que se prepara el medio en el laboratorio, utilizando
tejidos animales a los cuales se les adiciona el xenobidtico,

homogenizandolo, para la alimentacion de los insectos.

Todos los métodos implementados deben ser validados. Segun la Farmacopea de
Estados Unidos, “la validacién de un método analitico es el proceso por el cual se
establece, mediante estudios de laboratorio, que las caracteristicas de desempefio
del método cumplen con los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas”.
Con la validacion se demuestra que el procedimiento es apto para cumplir con su

proposito y con esto se comprueba su confiabilidad.

Las caracteristicas analiticas que deben ser evaluadas son la linealidad, la
especificidad, el limite de deteccion, el limite de cuantificacion, la precisién y la

exactitud.

MUESTREO Y ALMACENAMIENTO

Gosselin (2011a) sefala que “es importante recolectar insectos de
diferentes sitios, y no unicamente de las zonas en donde hay una intensa actividad
de las larvas, asi como recolectar un numero suficiente de especimenes

entomoldgicos de todos los tamafos y formas”.
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Algunos autores (Tracqui y cols. 2004, Bourel y cols. 2001, Sadler y cols. 1995)
han evidenciado la importancia de recolectar larvas de diferentes sitios del
cadaver, esto debido a la gran variabilidad en la concentracion de los xenobioticos
en las distintas partes del cuerpo. Esta variacion se explica por la distribucion,
antemortem y postmortem, de las sustancias en funcion de sus propiedades

fisicoquimicas.

Ademas, es importante recordar que en cadaveres en avanzado estado de
descomposicion, pueden sucederse varias poblaciones distintas de una misma
especie, por lo cual existirian diferencias en las concentraciones del xenobiotico
en los insectos, en razon de la estabilidad y de la redistribucién postmortem en el

cadaver.

Es de resaltar, la importancia de llevar a cabo la identificacion de las especies de
insectos necrofagos, asi como su estado de desarrollo antes de la utilizacién de

técnicas analiticas.

Algunos autores, recolectan a los insectos de forma aleatoria, y agrupan a las
larvas o a las pupas y puparios, de diferentes zonas del cadaver, en una sola
muestra (Kharbouche y cols., 2008, Definis-Gojanovic y cols., 2007, Introna y
cols., 1990, Kintz y cols., 1990) Lo que en opinién de M. Gosselin, “no toma en
cuenta la realidad biolégica de los insectos”. Esta forma de muestrear provoca una

importante variabilidad en los resultados analiticos.

La concentracidon de xenobidticos en una matriz biolégica postmortem no

necesariamente refleja la concentracién en el momento de la muerte, y no es
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homogénea en todo el cuerpo. La concentracion de un xenobiotico puede variar
en funcién del tejido, del sitio y el intervalo postmortem. La variacién de
concentracion se conoce como “redistribucion postmortem” (Drummer O. H., 2008)
y es provocada por fendmenos como la acidificacién de los tejidos, coagulacion,
cambios en la circulacidén sanguinea en donde ahora factores como la posicién del
cuerpo o el rigor mortis cobran importancia para la acumulacion de sangre en
algunas zonas, la putrefaccion y la descomposicion de los componentes celulares;
todo esto se refleja en cambios fisicoquimicos que se manifiestan en la difusién

del xenobidtico y su acumulacion en algunas zonas del cadaver.

PRETRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA EL TRANSPORTE,

CONSERVACION Y ANALISIS

Previo al analisis quimico, las muestras deben tratarse siguiendo un
protocolo especifico. La ausencia de un protocolo al provocar la muerte del
insecto, descontaminar y almacenar a los insectos, puede tener influencia en los
resultados y en la interpretacion de los mismos, al afectar a la estabilidad de la

sustancia por determinar o contaminar las muestras.

Previo a la extraccion y analisis se recomienda provocar la muerte de los insectos
utilizando bajas temperaturas, algunos autores indican que la temperatura debe
ser cercana a los -20°C (Campobasso y cols., 2004; Tracqui y cols., 2004;

Gosselin y cols., 2011), para después almacenarlos en alcohol etilico (70%)
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(Carvalho 2010). Aunque también se ha reportado el sacrificio usando agua a

80°C (Karampela y cols. 2015).

Es recomendado, almacenar las larvas a -20°C sin ningun medio liquido, con el fin
de asegurar la estabilidad de los xenobi6ticos y disminuir el riesgo de extraerlos en
el alcohol (Gosselin, 2014). Las pupas vacias deben almacenarse en condiciones

secas y en refrigeracion (2 - 6°C).

ANALISIS TOXICOLOGICO

A la fecha en la practica de la entomotoxicologia se han aplicado diversas
técnicas analiticas, algunas de ellas se muestran en la Tabla 2. Son de destacar,
por su frecuencia de empleo y efectividad, la cromatografia de gases y la
cromatografia liquida, acopladas a algun sistema de deteccién, aunque también se

ha aplicado con éxito el inmunoensayo y la espectroscopia de infrarrojo cercano.

En la practica forense, los analisis toxicoldgicos suelen comenzar con una prueba
presuntiva o de orientacion, sensible a cierta familia de drogas o de
medicamentos, que indique la presencia de algun xenobidtico. Estas son las
llamadas pruebas screening. Un resultado positivo en estas pruebas, debe
confirmarse con un analisis especifico, el cual comunmente se realiza con

cromatografia.
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Sustancia

Técnica

de

extraccion

Técnica analitica

Comentarios

Referencia

Aldicarb, cocaina
y drogas de

prescipcion

Liquido -

Liquido

Cromatografia
liquida (HPLC) /
Espectrometria de

masas en tandem

Los limites de
deteccién del método
se reportan desde 1
ng/g (para
carbamacepina) hasta
40 ng/g (para aldicarb)
en las larvas.

Otros valores: 2 ng/g
para cocaina, 3 ng/g
para clonacepam.
Recobro cercano al

100%.

Aguiar
Frangay

cols. (2015)

Metanfetamina

Liquido-

Liquido

Cromatografia
gaseosa (GC) /
Espectrometria de

masas (MS)

El limite de deteccion
se determin6 en 0.10
ng/mg. El limite de
cuantificacion fue de
0.33 ng/mg. EI
porcentaje de recobro
de la extraccion fue
del 88.91%. Y el
coeficiente de varianza

fue de 5.82%.

Magni P. y

cols. (2014)
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Técnica

Sustancia de Técnica analitica Comentarios Referencia
extraccion
El limite de deteccion
Espectroscopia de Oliveiray
Sin de la droga en las
Flunitrazepam infrarrojo cercano cols.
extraccion larvas se reporta en 32
(NIRS) (2014)
pg/g.
Se obtuvieron
resultados cualitativos,
comparando el tejido
Cocaina Sin Analisis Souza y cols.
de una larva
(Benzoilecgonina) | extraccion inmunohistoquimico | desarrollada en un (2013)
medio sin la droga y
otra expuesta a la
droga.
El limite de deteccion
Cromatografia .
o se fijo en 2 pg/mg. Gosseliny
Liquido - liquida (UPLC) / . o
M . Mientras que el limite
etadona o Espectrometria de o cols.
Liquido de cuantificacion fue
masas en tandem (2011)
de 10 pg/mg. EI
(MS-MS)
recobro fue >86%.
Concentracion en
equivalentes de
morfina (promedio de
Cromatografia 14 casos). Higado
gaseosa (GC) / (cadaver): 32.3 Campobasso
Oplaceos Fase solida Ug/mlmuestrahomogenizada,

Espectrometria de

masas (MS)

Larva: 0.67 pg/mlm,

Prepupa: 0.27 pg/ml .

No reporta limites de
deteccion o

cuantificacion.

y cols. (2004)

Tabla 2 Ejemplos de sustancias reportadas en estudios entomotoxicologicos, y las técnicas
utilizadas en su analisis.
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EXTRACCION

Las muestras deben lavarse previo al paso de la extraccién, debido a que la
superficie del insecto puede encontrarse contaminada, lo cual afectaria
sensiblemente los resultados, pudiéndose presentar un falso positivo o una
concentracion mayor a la real. Se ha sugerido el lavado con agua desionizada
(Bushby y cols., 2012), y agua destilada cercana al punto de ebulliciéon (Mullany y
cols., 2014). También se ha reportado el uso de diclorometano (Magni y cols.

2014).

Se debe considerar la optimizacion de la extraccion, aumentando el porcentaje de
recuperacion del analito y reduciendo la interferencia provocada por la matriz.
Para ello se prueban distintos métodos de extraccion aplicables al caso en
particular. Pudiéndose utilizar la extraccion liquido - liquido, variando los
solventes, sus combinaciones y sus cantidades; o la extraccion en fase sdlida,

variando los cartuchos utilizados; entre otras técnicas.

Un ejemplo es el trabajo realizado por Karampela y cols. (2015), en el cual se
variaron los solventes y sus cantidades para la extraccion 6ptima de THC y THCA,
de una muestra homogenizada de larvas de L. sericata, a la cual se le habia
afadido las sustancias en cantidades definidas. Estas combinaciones se hicieron
con base en la polaridad de las sustancias (en este caso las dos son muy poco
polares) y en coeficiente de reparto que tienen con los solventes, asi como las
mezclas de ellos. Los resultados de estas pruebas de extracciéon se muestran en

la figura 13.
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[n-Hex/TMBE/EA (40740720, v/v/v)
n-Hex/DE (7/1, v/v]
n-Hep/TMBE (7/1, v/v)
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Figura 13 Recuperacion de THC y THCA en extraccion liquido — liquido, variando los solventes de
la fase organica. (n-Hex: n-Hexano; n-Hep: n-Heptano; TMBE: Tetrametilbutil éter; EA: Acetato de
Etilo; DE: Dietiléter).

CROMATOGRAFIA LIQUIDA Y GASEOSA

Dentro de las llamadas pruebas confirmatorias, se encuentran las técnicas
cromatograficas. La Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, por
sus siglas en inglés), define a la cromatografia como “un método fisico de
separacion, en el cual los componentes que seran separados estan distribuidos
entre dos fases, una de las cuales es estacionaria, mientras que la otra es movil”.
La fase movil puede ser un gas, un liquido o un fluido supercritico, siendo el
estado de agregacion de esta fase el criterio principal para nombrar a cada subtipo

de método cromatogréafico.



Previo al analisis cromatografico, debe realizarse una extraccion, con el fin de

aislar al xenobio6tico de la matriz, y concentrarlo.

Las técnicas de cromatografia liquida utilizadas en los analisis toxicologicos son

la HPLC (High Performance Liquid Chromatography) y la UPLC (Ultra

Performance Liquid Chromatography). Basicamente, el proceso se ilustra en la

figura 14 y, se resume de la siguiente manera:

a)

b)

Se utiliza un solvente, 0 una mezcla fija o variable de solventes, como fase
movil, es decir, como liquido de arrastre para llevar al analito, la sustancia
de interés analitico, y a la mezcla que lo contiene a través del sistema. Para
impulsar al liquido se utiliza una bomba, la cual puede ser programada en
un determinado caudal, dependiendo del método y de la capacidad del

sistema.

Se cuenta con una valvula de inyeccién, la cual permite introducir la

muestra a analizar usando una jeringa especial para este fin.

Una vez introducida la muestra, la fase movil la arrastra a través de la
columna, la cual separa los componentes de la muestra dependiendo de su
interaccidn con la fase fija. La fase fija, es el material que contiene la
columna en su interior, y esta variara, al igual que el tamafio de la columna,
dependiendo la sustancias a analizar, y las necesidades de analisis. Las
condiciones de temperatura en la columna también pueden ser controladas
dependiendo de los efectos de la misma, deseados para el método. Para

ello se manipula la temperatura del horno.
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d) Los componentes de la muestra, ya separados, llegan a diferentes tiempos
hasta el detector, el cual produce una sefal generada por estas, y asi es
procesada hasta llegar a la interfaz del software, que el analista puede
utilizar. Existen varios tipos de detectores utilizados en la cromatografia,

entre ellos se encuentran:

i. Espectrometria de masas: La muestra es ionizada, pudiéndose
realizar este paso de diferentes maneras (electrospray, bombardeo con
atomos rapidos, etc.) y posteriormente analizada por la relacion

masal/carga (m/z) de los iones.

ii. Resonancia magnética nuclear: La espectroscopia de RMN ofrece
informacion importante sobre la estructura y estereoquimica de las
sustancias. No es destructiva, por lo que se puede recuperar la muestra. A
diferencia de la espectrometria de masas (con la ionizacién), este detector

no necesita un paso previo.

iii. Espectroscopia de infrarrojo: Ofrece informacién sobre los grupos
funcionales y requiere poco mantenimiento, sin embargo los solventes
comunmente utilizados en cromatografia de liquidos pueden intervenir

causando ruido en la informacién espectral, disminuyendo la sensibilidad.

iv. Ultravioleta — Vis: Mide la absorbancia de las sustancias para
cuantificarlas, utilizando la radiacion electromagnética en el rango de la luz

visible y UV.
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e) La informacién provista llega al software en forma de cromatogramas, los
cuales contienen informacién del analito, tales como tiempos de retencién y
absorbancia. Estos ayudan a conocer la identidad de la sustancia y sus

concentraciones.

Valvula de Control v sistema de datos
INYEocion

Detector

Reservorio g__ .
de 12 faz=
movil

Columna

Bomba Dizzachos

Figura 14 Sistema Basico de HPLC.

Imagen tomada de Shackman J. (2013) p. 285.

La cromatografia gases es, en muchos aspectos, similar a la de liquidos. Ambas
usan una fase maovil, solo que en el caso de la gaseosa, dicha fase es un gas o
una mezcla de gases: comunmente helio, argén, hidrégeno o nitrégeno, todos
ellos de una pureza muy elevada. Ambas cuentan con puertos de inyeccion,
difiriendo la gaseosa de la liquida, en que el puerto debera encontrarse a una
temperatura que vaporice la muestra para su ingreso a la columna, por lo que el
inyector debera encontrarse a una temperatura mayor al punto de ebullicion de la
muestra. La columna puede estar empacada con moléculas de liquido fijadas a un
solido inerte, siendo esto lo mas comun, o con un solido. Finalmente, la muestra
llega separada en sus componentes hasta el detector, algunos ejemplos son los

siguientes:
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i. lonizacion de llama: Es el mas utilizado desde su introduccion en 1958
(Andersson Jan, 2014. p.205). Pertenece al tipo de detectores que
convierten a las especies quimicas en iones previo a su deteccion. La parte

central de este detector es una flama H2/aire.

ii. Conductividad térmica: Se basa en la diferencia de pérdida de calor de un
cable calentado eléctricamente, cuando por él pasa el gas de acarreo solo y

cuando pasa con el analito.

iii. Captura de electrones: Es un detector de ionizacién, usado principalmente

para analizar compuestos halogenados. Tiene una sensibilidad alta.

La senal del detector es interpretada por un software, que plasma mediante

cromatogramas la informacién requerida por el analista.

ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO

La inmunohistoquimica fusiona en si conocimientos de anatomia,
inmunologia y bioquimica, para cumplir su cometido: usar anticuerpos marcados
apropiadamente para detectar ciertos antigenos en muestras de tejidos, y
mediante el uso de un microscopio apreciar visualmente las areas donde se
encuentran. Permitiendo visualizar la distribucion y la localizacion de diversas
sustancias dentro de las células. En otras palabras, este tipo de analisis permite
detectar, in situ, componentes celulares y extracelulares por medio de anticuerpos
especificos
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Esta técnica, es una alternativa prometedora para la deteccion de xenobidticos en
insectos, ya que posee la ventaja de ofrecer informacion acerca de la localizacion
de los xenobidticos en sitios especificos del animal, lo cual seria de gran utilidad
para comprender la farmacodinamica y la farmacocinética en dichos organismos

(Souza y cols., 2013).

Actualmente, la inmunohistoquimica se usa diagndstico clinico, investigacion y
desarrollo de farmacos. Por ejemplo, utilizando marcadores especificos para
tumores, la inmunohistoquimica se puede usar para determinar si el cancer es
benigno o maligno, determinar la etapa de desarrollo de la enfermedad, e
identificar el tipo de célula de origen de la metastasis para hallar el sitio del tumo

primario.

Los pasos del analisis inmunohistoquimico, descritos por Taylor C.R. (2013, p. 12),

se pueden resumir en la tabla 3 de la siguiente forma:

Etapa Paso

e Obtencion del tejido

Preanalitica e Procesado del tejido (fijado con

formaldehido y embebido en parafina)

e Seccionamiento (obtencion  de
cortes ultrafinos, 4 ym, a partir del
tejido embebido en parafina)

e Tincidn (es la parte analitica del

proceso. Abarca la recuperacion del
Analitica antigeno, aplicacion del anticuerpo
primario y sistema de visualizacion,

finalizando con la contratincion). a) La

49



recuperacion del antigeno se lleva a
cabo para recobrar a aquellos que
hayan sido alterados por la fijacion. b)
Se bloquean las enzimas enddgenas.
c) Se aplica un anticuerpo primario
para enlazarse con el antigeno
objetivo. d) Un anticuerpo secundario
lleva una enzima (marca) que se
enlaza al anticuerpo primario. e) Se
aplica un cromégeno para visualizar
las marcas. f) Se aplica Ia
contratincion  para visualizar la

estructura celular.

Se realiza la interpretacion de los resultados

Postanalitica usando controles positivos y negativos de

tejido, utilizando un microscopio.

Tabla 3 Etapas del analisis inmunohistoquimico

ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO

Se trata de una técnica basada en la deteccidn de longitudes de onda del
infrarrojo, emitidas por ciertos arreglos moleculares al ser afectados por un haz de
luz. Un espectro molecular es el resultado de los movimientos peridédicos de los
atomos que forman parte de determinadas moléculas. Las vibraciones y flexiones
de las moléculas presentan actividad espectroscopica que puede ser medida

usando diferentes técnicas espectroscopicas, tales como el infrarrojo cercano,

medio, lejano y la espectroscopia Raman.
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La energia infrarroja es la energia electromagnética de

las vibraciones

moleculares (Workman J. y Weyer L., 2008). La banda de energia infrarroja se

define de la siguiente forma:
e Infrarrojo cercano: 12,821 — 4000 cm™ (780 — 2500 nm).
e Infrarrojo medio: 4000 — 400 cm™ (2500 — 25000 nm).

e Infrarrojo lejano: 400 — 10 cm™ (25000 — 1000000 nm).

Existe una variedad de movimientos en las moléculas que absorben energia

infrarroja a una unica longitud de onda o frecuencia, dependiendo del tipo de

enlace. Entre estos se encuentran los movimientos de estiramiento o flexion.

Como se muestra en la figura 15.
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Figura 15 Ejemplos de movimientos moleculares detectados por los instrumentos de analisis de
espectroscopia infrarroja. Arriba se muestra un movimiento de elongacion asimétrico de un metilo.
Abajo se observa la representacién de una flexién en los elaces C — H.

Imagen tomada de Workman J. y Weyer L. (2008) p. 6.
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La amplitud de la absorcion a alguna longitud de onda o numero de onda en
particular, esta determinada por su absortividad y el numero de moléculas
encontradas en la trayectoria del haz de luz del instrumento de medicion. La figura
16 muestra una comparacion de los espectros de infrarrojo cercano de siete
sustancias con diferentes grupos funcionales.

Esta técnica no es destructiva, no requiere realizar extraccion y posee la ventaja
de requerir una minima preparaciéon de la muestra, consumiendo una menor
cantidad de tiempo en el analisis. La absorcion infrarroja es afectada por la
composicidon bioquimica interna y externa del organismo. Esta técnica también ya
ha sido utilizada para la identificacion de especies y de etapas de desarrollo de
insectos necrofagos, basandose en las diferencias de la composicion de los tejidos

de los mismos (Rodriguez-Fernandez y cols., 2011) (Mayagaya y cols., 2009).
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Figura 16 Comparacion de los espectros de infrarrojo cercano de siete sustancias con diferentes
grupos funcionales.

Tomado de Workman J. y Weyer L., 2008. p. 157.

52



Figura 17 Etapas de muestreo y analisis toxicoldgico en insectos.

1) Recoleccién de especimenes de diferentes partes del cadaver. Las muestras de cada zona se
almacenan por separado. 2) Descontaminacion del insecto. Se utiliza agua, metanol o solucién

salina. 3) Extraccion. 4) Analisis de la muestra.
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Interpretar un analisis toxicolégico puede resultar una tarea simple o
relativamente compleja, dependiendo de varios factores como el tipo de matriz con
la cual se realiz6 el analisis, la cual posee una gran importancia en este sentido.
En el caso de un analisis con orina, la presencia de drogas o medicamentos indica
una exposicién a las sustancias, pero obtener una evaluacién concreta de la
toxicidad es casi imposible. Por otra parte, una muestra de sangre ofrece una
buena correlacion entre la concentracion del xenobidtico, y los efectos téxicos de
este. En otras palabras, se puede establecer una relacion entre la dosis y el efecto
(Di Fazio y Gosselin, 2011). Como se ha mencionado a lo largo de este trabajo, el
principal problema de la utilizacion de insectos como matrices toxicolégicas en
analisis postmortem, es la actual imposibilidad de establecer correlaciones fiables
para determinar el efecto toxico de alguna sustancia exdgena. No obstante si
existen estudios que sugieren que es posible establecerla (Campobasso y cols.,

2004), aunque sea solo en condiciones controladas.

Pese a los multiples inconvenientes en el aspecto de la interpretacion, los
resultados de un analisis entomotoxicoldgico pueden ser de gran interés y utilidad,

como ya se ha demostrado en algunas investigaciones forenses.
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INTERPRETACION DE RESULTADOS POSITIVOS USANDO INSECTOS COMO
MATRIZ TOXICOLOGICA

Segun lo expuesto en capitulos anteriores, un resultado toxicolégico
negativo usando este tipo de matrices, no significa que el individuo fallecido no
estuvo expuesto a determinadas sustancias, ya que la naturaleza bioldgica de los
insectos conlleva una gran cantidad de factores que afectan las concentraciones
del xenobidtico. Estas variaciones se deben a la biotransformacion y eliminacion
progresiva del xenobiotico también por parte del organismo del insecto; y a las
diferencias de concentracion de las sustancias a las que estan expuestos los
insectos de determinadas zonas del cadaver como resultado de la redistribucion
postmortem, entre otras cosas. Por lo que el insecto podria haberse expuesto a un
xenobidtico, y aun asi no presentar rastros mesurables de la sustancia. La tabla 4
muestra las diferencias de concentracion entre insectos en diferentes etapas de
desarrollo expuestos a Diazepam. Se observa que la concentracién disminuye,
indicando que la droga es eliminada del cuerpo del insecto, bioacumulandose de

forma minima, pero detectable.

Técnica de Técnica
Sustancia Comentarios Referencia
extraccion analitica

Las concentraciones fueron las

Cromatografia siguientes: Higado (conejo):

P 9.53 pg/mg Carvalho y
Diazepam :::gﬂ:gg gzgsnztc):tsgés;))i; Larva: 0.342 ug/mg cols.
Pupa: 0.233 ug/mg (2001)

de masas (MS) | qito: 0.051 pg/mg

No reportan limites de deteccién

Tabla 4 Diferencia de concentraciones de Diazepam en dipteros de la misma especie y diferente
etapa de desarrollo
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Un resultado positivo es un indicio claro de que el occiso estuvo expuesto en vida
al xenobidtico, esto puede complementarse estableciendo una relacion meramente
cualitativa entre la concentracion detectada en el insecto y el cadaver, en el caso
de ser esta excepcionalmente alta, como proponen algunos autores; de esta
manera, como mencionan Gosselin y cols. (2011), el hallazgo de una
concentracion muy elevada del xenobidtico en el insecto se podria relacionar con
una concentracion por encima de la dosis letal en el individuo muerto. Sin
embargo, practicamente la totalidad de los estudios realizados llevan a la
conclusion de que una relacién cuantitativa entre concentraciones es imposible de
establecer, limitandose a ser un indicio de una exposicion al xenobidtico, mas no a

una cantidad del mismo.

El resultado positivo usando este tipo de matriz, es un dato que se incluye en el
dictamen. Por lo cual puede ser un factor decisivo para la resolucion de un caso.
En latabla 5 se mencionan algunos casos en los que el resultado positivo de un

estudio entomotoxicolégico sirvié de ayuda en la investigacion forense.
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Matriz Xenobiético Resultado Comentarios Referencia
Larvas de | Fenobarbital Positivo a Se trata del Beyer y
califéridos fenobarbital en | primer caso cols., 1980.

larvas halladas | registrado en el
en un cadaver que la
esquelitizado entomotoxicologi
a auxilié en una
investigacion
forense
Larvas de C. | Malation Se detecto Se sospechaba | Gunatilake
megacephala malation enlas | de una muerte |y cols.
y C. rufifacies larvas en una por 1989.
concentracion envenenamiento
de con malation en
aproximadamen | un cadaver
te 2050 pg/g de | hallado en
larva. avanzado estado
de
descomposicion
Ejemplares Benzoilecgoni | Se detectd El xenobidtico se | Nolte y
muertos de | na benzoilecgonina | detecté en larvas | cols., 1992.
C.vicina en larvas y tejido muscular.

halladas en un
cuerpo
congelado a la
intemperie en
estado de

esqueletizacion

Se concluyé que
la muerte se
debi6 a una

sobredosis.
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Matriz Xenobiético Resultado Comentarios Referencia
Larvas de | Secobarbital Se detecto En este caso el | Levine,
moscas secobarbital en | cadaver se | Golle y
sarcosaprofag las larvas, hallaba en un | Smialek,
as, no apoyando la estado de | 2000.
identificadas hipdtesis de un | descomposicion

suicidio. muy avanzado, Yy

solo se contaba

con las larvas y

una porcion de

musculo de la

pantorrilla, el

cual no presenté

indicios de

xenobioticos.

Larvas de | Benzoilecgoni Se obtuvieron | Se realiz6 el | De Aguiar
moscas na resultados estudio en | Franca vy
sarcosaprofag | Carbamazepin positivos para | cadaveres de | cols., 2015.

as, no | a unaomasde |una morgue en

especificadas | Diazepam estas Brasil. Estos no

Amitriptilina sustancias, en | habian sido

cada caso, en | sometidos a

larvas
provenientes de

10 cadaveres

ninguna prueba

toxicoldgica.

Tabla 5 Ejemplos en los cuales un resultado positivo a algin xenobiético fue interpretado en el
contexto de una investigacion forense
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Figura 18 Cadaver en estado de esqueletizacién hallado a la intemperie cubierto de nieve. Las
larvas muertas que se encontraron en el cadaver dieron un resultado positivo a la benzoilecgonina.
(Nolte y cols., 1992).

INTERPRETACION DEL IMPACTO EN EL DESARROLLO DE UN INSECTO
SARCOSAPROFAGO, DEBIDO A LA EXPOSICION A UN XENOBIOTICO, Y SUS

IMPLICACIONES EN LA DETERMINACION DEL INTERVALO POSTMORTEM

Las determinaciones del tanatocronodiagnédstico o intervalo postmortem,
después de un periodo de aproximadamente 72 horas después de la muerte, a

menudo se realizan con base en el estudio de la fauna cadavérica. El motivo de la
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predileccion por esta herramienta, es la falta de datos objetivos que el mismo
cadaver puede proveer después de este periodo: la temperatura (algor mortis), la
rigidez (rigor mortis) y el livor mortis, ya no son factores que sean de utilidad.
Debido a que el cuerpo ha llegado a un equilibrio térmico con el ambiente, es
imposible realizar una correlacion con el cambio de temperatura. La rigidez ha
desaparecido, por lo que este factor, cuya duracion puede situarse temporalmente
con respecto al fallecimiento, ya no puede utilizarse. Y llega un momento en el que

el livor mortis no produce modificaciones visibles en la piel (Goff, 2009).

En condiciones normales, los insectos sarcosapréfagos colonizan el cadaver
rapidamente. Incluso en cuestion de minutos después de la muerte, las moscas de
la familia Calliphoridae, tales como la Calliphora vicina, depositan sus huevos en el
cuerpo sin vida, prefiriendo los orificios naturales, tales como la boca y las fosas
nasales. Es por este motivo que estas moscas se utilizan para determinar el
intervalo postmortem. Su ciclo de vida esta bien estudiado, y se considera la gran

importancia de la temperatura ambiental en su desarrollo.

El tamafo y la etapa de desarrollo de las moscas, se compara con bases de datos
para determinada especie. La temperatura se incluye en el analisis por medio de
una curva, similar a la mostrada mas adelante, en donde se plasma el desarrollo
del espécimen, en funcién de la temperatura y del tiempo (Villet, Cameron y

Midgley, 2009).

Sin embargo, como se expuso en el capitulo anterior, el desarrollo del insecto

también esta en funcion de la exposicion a algunos xenobidticos, tales como la
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cocaina que acelera su desarrollo, o el tetrahidrocanabinol que lo retrasa

(Karampela y cols. 2015).

Los resultados obtenidos en los estudios entomotoxicoldgicos, deben apoyarse
para interpretaciéon adecuada en estas curvas, ya que en los casos en los que se
detecte la presencia de sustancias en los insectos, muy probablemente existiran
desviaciones en los resultados y podria ser un factor que cambie los resultados de
una investigacion. Basta remitirse a la cantidad de casos reales que han sido

resueltos con la entomologia forense, desde el siglo XIX hasta la fecha.

Siendo frecuente la presencia de este tipo de sustancias en los cadaveres
estudiados por los especialistas forenses, ya sea por la relacion entre las drogas y
los entornos violentos, por los fallecimientos no resueltos cuya causa fue una
intoxicacién, por al influjo de alguna sustancia en el comportamiento de un
individuo, o por las consecuencias letales de dosis elevadas, es de suma

importancia conocer e interpretar su efecto en la fauna cadavérica.

Influencia
Sustancia e Espe.me Comentarios
desarrollo | estudiada
del insecto
Se concluye que el uso de
esta especie no es adecuado
Metanfetamina para determinar el IPM,
Acelera el Calliphora cuando hay metanfetamina
(y su metabolito: p- crecimiento | stygia de por medio, ya que puede
hidroximentanfetamina) variar el resultado hasta por
78 h. (C. Mullany Yy cols.,
2014)
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El crecimiento es inhibido
ligeramente, y solo a altas
concentraciones. La larva
. elimina casi todo el
Inhibe el . . ,
Metadona . Lucilia sericata | metabolito, y solo se
crecimiento
detectan trazas en el
pupario. Afecta la viabilidad
de las pupas.
(M. Gosselin y cols., 2011)

La diferencia en el tiempo
total de desarrollo de ambas
especies no expuestas a la
Chrysomya cocaina, con las que si lo
Acelera el albiceps y estuvieron, fue de
crecimiento | Chrysomya aproximadamente 60 horas.
putoria La mortalidad de las pupas
disminuyé con la cocaina.
(L. Lopes de Carvalho y
cols., 2012)

Cocaina

Se realiz6 un estudio con
variaciones en la
concentracion de ketamina y
Inhibe el Chrysomya la temperatura. Se observé
crecimiento | megacephala |una desviacion de 24 h. No
hay relacion lineal
concentracion-crecimiento.
(Zhou Lu y cols., 2014)

Ketamina

Tabla 6 Algunos xenobidticos con efecto marcado en el desarrollo de los insectos sarcosapréfagos
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Figura 19 Diagrama isomorfo e isomegalo.

La figura 19 muestra el tamano y la fase de desarrollo de una larva, desde la
eclosion, en funcién del tiempo y la temperatura. En este caso se parte de una
larva recolectada de 12.2 mm justo antes de la etapa de pupa (linea discontinua).
Se avanza hacia atras tomando en cuenta la temperatura de cada periodo (en este
caso las flechas horizontales representan 24 h, pero se puede ajustar si se poseen
datos de lapos mas cortos). El IPM determinado de esta forma es de 6.4 dias

aproximadamente. Tomado de Villet, Cameron y Midgley (2009), pp. 127.
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Figura 20 Desarrollo general de una larva de una mosca necréfaga. Se aprecian las estructuras
bucales (izquierda), el tamafio de animal (centro) y los espiraculos en la parte posterior (derecha).
Tomado de Goff (2009). p. 27.

INTERPRETACION EN OTROS CONTEXTOS

La deteccion de la presencia de un xenobidtico en un insecto, no
necesariamente sarcosaprofago, puede ser de interés en otras areas alejadas, en
mayor o menor medida, con las investigaciones forenses. Un ejemplo es el area
ambiental, en donde la deteccion de un xenobidtico en los insectos pertenecientes
a cierto ecosistema, puede ser un indicador de contaminacion ambiental. Esto
puede aplicarse para insecticidas o metales pesados, entre otras cosas. Tal es el
caso de un estudio realizado por Nuorteva y cols. (1980) en donde se comprueba
la elevada concentracion de mercurio en Idrija, una zona de la extinta Yugoslavia

(Idrija actualmente pertenece a Eslovenia), utilizando especimenes de L. caesary
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L. illustris, recolectados del medio. Con los resultados se determina el efecto en el
ambiente de una destiladora de mercurio local. También se evidencia el alcance
de estos efectos, siendo las concentraciones, en los tejidos de los insectos, cuatro

veces menores a una distancia de 0.8 Km.

ppm -
::;J Free living flies

T Lucilia ilustris

0 Luciliacaesar
0Bl

Q4L

T | S

unpolluted  water pollution air and water pol- 1km upstream closely to 0.8 km down-

archipelago by pulpfactory lution by caustie stream
., 9oda factory mercury mine and distillation plant
BROMARV HAMEENKYRO AETSA IDRIJ A ,
¥ =V
FINLAND YUGOSLAVIA

Figura 21 Cantidad de mercurio contenido en los tejidos de dos especies de moscas, asociado a
ciertas zonas de Finlandia y Yugoslavia. Tomado de Nourteva y cols. (1980).
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LA ENTOMOLOGIA FORENSE Y LA ENTOMOTOXICOLOGIA EN

MEXICO

En México, la entomologia forense aun no llega a desarrollarse al nivel de
paises como Francia o Estados Unidos, e incluso su presencia es menor que en
algunas naciones vecinas de Latinoamérica. Una prueba de ello es la escasa
cantidad de publicaciones al respecto, y si bien, esta disciplina se practica en
instituciones tales como la Procuraduria General de Justicia del Distrito Federal y
el Instituto de Ciencias Forenses, su implementacion es relativamente reciente.
Entre las causas de esta problematica se encuentra la escasa colaboracion entre
las instituciones de procuracion de justicia con las universidades, asi como la
insuficiente difusion. No obstante, algunas universidades tales como la
Universidad de Guadalajara, la Universidad Autonoma de Chapingo, la
Universidad Autonoma de Nuevo Leon, la Universidad Auténoma Agraria Antonio
Narro y la Universidad Nacional Auténoma de México, han hecho esfuerzos al
respecto trabajando en el desarrollo de nuevos proyectos (Molina, 2009). Por lo
tanto se puede afirmar que la entomotoxicologia, enmarcada en este contexto, se

encuentra en condiciones similares de desarrollo.
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LA APLICACION DE LA ENTOMOLOGIA FORENSE EN MEXICO
Entre las instituciones que utilizan la entomologia forense para la resolucién
de casos reales, se encuentra la Procuraduria General de Justicia del Distrito

Federal (PGJDF) y el Instituto de Ciencias Forenses (INCIFO).

La PGJDF cuenta con un laboratorio de entomologia forense, que se encuentra
subordinado a la Subdireccion de Identificacion, y el cual tuvo su origen en el afio
2004. Este represent6 el paso a la profesionalizacion de la entomologia forense en
dicha institucion. Previo a su aparicion, los especimenes entomologicos no eran
tomados en cuenta como un indicio de importancia, y la estimacion del intervalo

postmortem, se realizaba utilizando otras técnicas forenses.

Actualmente, la PGJDF tiene la posibilidad de recurrir a los expertos en el area de
entomologia forense, los cuales proveen de importantes herramientas para
elucidar hechos criminales. El analisis toxicoldgico esta incluido en el protocolo
seguido por los peritos con los insectos recolectados. El proceso comienza con un
muestreo, en el cual las larvas, las pupas y las exuvias son colocadas en viales
plasticos o de vidrio. En el caso de las larvas, estas pueden mantenerse vivas, o
almacenadas en una solucion de etanol al 70%. Posteriormente, se toma una
muestra representativa de 7 a 20 larvas que son maceradas en metanol, o en
metanol/cloroformo, con el fin de realizar la extraccion. Es importante destacar que
no se discrimina el sitio de muestreo de los especimenes entomolégicos, como
aconsejan algunos autores (Gosselin, y cols. 2011). La solucién organica es
sometida a un analisis inmunoldgico, el screening (el mismo realizado con las

muestras de orina) con el fin de detectar xenobidticos. Un resultado positivo
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conduce a la realizacion de un analisis adicional, utilizando cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas. En este caso los resultados se
utilizan para apoyar las determinaciones de drogas de abuso y otros xenobioticos
en los cadaveres, lo cual puede utilizarse para hallar la causa de muerte, o para

identificar algun cuerpo.

Un hecho importante, sefialado por una fuente de la PGJDF, es que al hallarse un
cadaver en un estado de descomposicion muy avanzado, los analistas del area de
toxicologia de la PGJDF, utilizan directamente a los insectos para realizar los
analisis, dejando en segundo plano la determinacion a partir de los tejidos del
cadaver. Lo anterior se debe a que existen antecedentes de analisis realizados
con tejidos putrefactos que presentaron dificultades al interpretar los resultados,
debido a la interferencia de sustancias generadas por la descomposicion, sumado
a la inestabilidad de algunos xenobidticos en las condiciones propiciadas por la

putrefaccion.

ElI INCIFO (Instituto de Ciencias Forenses), anteriormente llamado Servicio Médico
Forense (SEMEFO), dependencia del Tribunal Superior de Justicia del Distrito
Federal, realiza en promedio 4,780 necropsias al afio, para determinar las causas
de muerte, esto se traduce en un aproximado de 13 cadaveres al dia.
Actualmente, en el INCIFO trabajan 110 peritos de diversas especialidades como

entomologia, quimica, genética y medicina.

En el sitio de internet del INCIFO, se declara que “EI SEMEFO se ha dado a la

tarea de realizar investigacion cientifica seria y profesional, un ejemplo de esto es
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que ha realizado experimentacion con cadaveres para tener datos reales del
desarrollo de los insectos y su actividad dentro del mismo cuerpo dando como
resultado una base de datos real y confiable en materia de entomologia forense.
Tomando en cuenta los datos climatolégicos y toxicolégicos, datos de gran
relevancia para la interpretacion del desarrollo del insecto” Asi mismo, declara que

en materia de entomotoxicologia “ en el INCIFO se montan constantemente
proyectos de investigacion” y cita como ejemplo un proyecto que lleva por nombre
Determinacion de clorhidrato de cocaina, diacepam, cannabis y/o sus metabolitos
en larvas de dipteros alimentadas en cadaveres de ratas Wistar (Rattus

norvergicus) previamente tratadas con las drogas. De este trabajo no se pudo

obtener mas informacion.

LA INVESTIGACION SOBRE ENTOMOLOGIA FORENSE Y

ENTOMOTOXICOLOGIA EN MEXICO

Las publicaciones respecto a la distribucidén y las sucesiones de la entomofauna
cadavérica de ciertas regiones del territorio nacional, o sobre el efecto de la
temperatura en el desarrollo de las especies necrofagas, tales como los trabajos
de Molina y cols. y Nava y cols. aportan informacién de gran valor para la
investigaciéon forense. En el primer caso se expone la diversidad de la
entomofauna cadavérica en la Ciudad de México, y en el segundo, el efecto de la

temperatura en el desarrollo de la mosca Sarcophaga haemorroidalis.
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En otro ejemplo destacable se estudia la dispersion espacial de las larvas en
etapa de postalimentacion (Vergara y cols., 2012). Este estudio, realizado en el
estado de Coahuila, tiene la peculiaridad de que se realizd utilizando, por primera

vez en México, un cadaver humano.

Sin embargo pocas veces se ha atendido a la aplicacion de la toxicologia en la
entomofauna cadavérica. Ejemplo de estas investigaciones aisladas, es un estudio
en el que se estudia el posible impacto del paratiéon metilico, un insecticida, en la
sucesion de la fauna cadavérica, utilizando para ello cerdos a los cuales se les
aplicé antemortem la sustancia. Se encontraron algunas diferencias en el tiempo
de estadia de ciertas especies de moscas y escarabajos en el cadaver, no asi en

la sucesién (Martinez R., y cols. 2008).

La produccion de tesis también ha contribuido a la divulgacion y el desarrollo de la
materia. En una de ellas, enfocada a la entomotoxicologia, se aborda la deteccion
de metabolitos de clorhidrato de cocaina en dipteros alimentados de ratas tratadas
antemortem (Cerda G. 2010), utilizando cromatografia de gases acoplada a un
espectrometro de masas. Otro ejemplo es una tesis de doctorado en la cual se
evalua el efecto de la cocaina, el carbofurano y el paratién en larvas de mosca

(Solis, 2014).

Asi mismo, existen trabajos de gran calidad que estudian la diversidad bioldgica
de especimenes entomoldgicos de interés forense, asi como las sucesiones en las

etapas de descomposicién. Ejemplo de ello es un estudio sobre la sucesién de
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entomofauna cadavérica utilizando como biomodelo al cerdo blanco (Flores,

2009).

Aunque las evidencias del trabajo mexicano sobre el tema que nos ocupa se dé a
cuentagotas, el hecho de que exista comprueba la inquietud, muchas veces
individual, de desarrollar una disciplina que ha sido de gran utilidad, ayudando a
resolver casos que van desde negligencia hasta homicidios. El que la entomologia
forense, y por ende la entomotoxicologia, se encuentren escasamente
desarrolladas en nuestro pais, no debe ser si no un aliciente para la generacion de
nuevas investigaciones aplicadas al contexto mexicano. Sin duda, la entomologia
forense y la entomotoxicologia podrian ser de ayuda en la resolucion de muchos

casos, dado el lamentable crecimiento de la delincuencia en nuestro pais.

CONCLUSIONES

Es un hecho que la entomotoxicologia puede aportar informacién valiosa.
Puede ofrecer indicios de presencia de drogas en cadaveres muy descompuestos
0 en cuerpos en los que los tejidos han desaparecido casi en su totalidad, como
en los casos mencionados en este trabajo, los cuales son evidencias del potencial
que tiene esta nueva disciplina. También puede ofrecer informacion acerca de los
efectos de los xenobidticos en el desarrollo de un insecto. Incluso puede ser de

relevancia en otras areas, es el caso de la proteccion ambiental.
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Es necesario profundizar en la investigacion de la fisiologia de los insectos, y en el
proceso de biotransformacion, acumulacion y eliminacidon de xenobidticos de
interés en sus cuerpos. De esta manera, y con ayuda de nuevas tecnologias y
técnicas de analisis quimico con mayores posibilidades, sera posible alcanzar los
objetivos pendientes de esta disciplina, para que no solo sea “una simple

curiosidad de laboratorio” como se ha llegado a afirmar (Tracqui, A. y cols., 2004).

En México, la entomologia forense comienza a tomar mas importancia. En los
ultimos afios han aparecido laboratorios especializados (hago mencién especial
del laboratorio de entomologia forense de la PGJDF de la Ciudad de México) y en
nuestro pais existen expertos capaces de sacar adelante importantes proyectos de
investigacion. Aunque, segun opiniones provenientes de estos cientificos, aun
hace falta mucho apoyo por parte de las instituciones gubernamentales y de las

universidades para poder concretar tales proyectos.

Es importante mencionar que en el presente aino, 2016, se comenzaron a realizar
trabajos de titulacion a nivel licenciatura en el tema que nos ocupa, apoyados por
los profesores-investigadores adscritos a la licenciatura de Ciencia Forense, de la
Facultad de Medicina de la UNAM, dandose mas difusion a la disciplina, asi como
oportunidades de desarrollo. El presente trabajo ha sido de utilidad para estos
proyectos, aportando informacién basica y actualizada, ayudando a abarcar el

tema de manera general y aportando referencias para casos particulares.
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