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RESUMO

A Entomologia Forense utiliza dados de desenvolvimento e aspectos ecologicos de
insetos necrofagos com o objetivo de auxiliar as investigacdes criminais, entre outros, no
calculo da estimativa do intervalo pés-morte (IPM). Igualmente, pode-se caracterizar a causa
da morte quando essas drogas sao detectadas em insetos imaturos que se alimentam dos
corpos em decomposicao. Além disso, os insetos podem servir como uma ferramenta
alternativa para analises toxicoldgicas na auséncia de tecidos e fluidos coletados
habitualmente para este fim. Trabalhos recentes tém demonstrado que a presenca de drogas
ou toxinas em tecidos em decomposicao pode alterar a taxa de desenvolvimento de insetos
que usam este recurso como fonte alimentar. A auséncia de conhecimentos dos possiveis
interferentes no ciclo bioldgico pode gerar dados imprecisos sobre a idade do inseto, o que
prejudicaria a estimativa do IPM. O ramo da Entomologia Forense que estuda os aspectos
acima mencionados € denominado Entomotoxicologia. Rotineiramente, € necessario fazer
testes preliminares em laboratorio com dieta artificial e com certas substancias para criar
um banco de dados que possa ser util como um padrao para investigar e quantificar as
modificacoes que podem ocorrer com insetos coletados numa cena criminal. O objetivo
principal deste estudo foi observar o efeito dos barbitlricos, fenobarbital (Gardenal®) e
tiopental (Thiopentax®) em diferentes dosagens no desenvolvimento de imaturos de
trés espécies de califorideos - Chrysomya albiceps (Wiedemann), Chrysomya
megacephala (Fabricius) e Chrysomya putoria (Wiedemann) (Diptera). Foi observado que os
dois barbituricos afetaram significativamente o desenvolvimento larval das trés espécies,
sendo que na maior dosagem a taxa de mortalidade foi elevada e na menor, o
desenvolvimento retardou em até duas vezes, quando comparado ao grupo controle (sem
adicao de substancia quimica). O conhecimento da acdo destes barbitlricos no

desenvolvimento dos imaturos dessas espécies de interesse forense pode contribuir para
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evitar erros no calculo da estimativa do IPM. Também foi avaliada a taxa de desenvolvimento
de Chrysomya albiceps (Wiedemann) e Chrysomya megacephala (Fabricius) (Diptera) criadas
em diferentes dietas artificiais contendo tecidos de origem animal e comparadas a uma dieta
ja descrita em literatura, a qual nao contém tecido animal, e a um grupo controle, onde foi
usada somente a carne moida. A eficiéncia de cada dieta foi observada levando em conta o
ganho de massa dos imaturos, o tempo de desenvolvimento larval, a taxa de sobrevivéncia
de pupas e adultos, o intervalo de emergéncia e o tamanho dos adultos. Assim, foi proposta
uma nova dieta artificial proporcionando uma melhor uniformidade para a adicao de drogas
e sobrevivéncia das espécies estudadas, tornando mais eficiente a criacdo e os testes

bioldgicos com os dipteros necrofagos em laboratorio.

Palavras chave: Fenobarbital; Tiopental; Intervalo pos-morte; Fonte nutricional;

Entomotoxicologia; Entomologia Forense.
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ABSTRACT

The Forensic entomology utilizes developmental data and ecological aspects of
necrophagic insects with the aim of helping criminal investigations, being able to, for
instance, estimate the post mortem interval (PMI). Likewise, the death cause may be
detected when these drugs are detected in immature insects from the same substrate.
Besides, the insects can work as an alternative tool for toxicological analyses in the absence
of tissues and fluids usually collected for this purpose. Recent investigations have been
demonstrating that the presence of drugs or toxins in decomposing tissues may alter the
development rate of insects that use such resource as a food substrate. The non-observance
of this knowledge may lead to imprecise conclusions on the insect age, producing mistakes
on the PMI estimative. This field of forensic entomology is named entomotoxicology. On
routine basis, laboratory preliminary tests using artificial diet and certain substances are
necessary to create a data bank that could be useful as a pattern to investigate and quantify
the modifications that may occur with insects collected from death scenes. The present
study aimed to verify the effect of the barbiturics phenobarbital (Gardenal®) and thiopental
(Thiopentax®) in three concentrations, in the development of immatures of three
Calliphoridae species - Chrysomya albiceps (Wiedemann), Chrysomya megacephala
(Fabricius) and Chrysomya putoria (Wiedemann) (Diptera). The barbiturics significantly
affected the larval development of the three species, when the highest mortality rate
occurred with the highest concentrations, and in the other concentrations the development
retarded twice as much compared to the control group (without chemic substance). The
knowledge on the action of these barbiturics in the immature development of these species
of forensic interest can contribute to minimize the errors in the estimative of the PMI. A
comparison of the developmental rate of the blowflies Chrysomya albiceps (Wiedemann),

and Chrysomya megacephala (Fabricius) (Diptera) reared on: a) artificial diets containing

Xiii



animal tissues; b) artificial diet without animal tissue; and c) a control group (which
contained only meat) was thus carried out. The efficiency of each diet was evaluated by
observing the gain of immatures’ weight, larvae developmental time, viability percentage
obtained from pupae and adults, emergence interval and adult size. To make the rearing and
biological tests with the necrophagic dipterans in laboratory more efficient, a new artificial
diet was proposed, leading to a better uniformity and increased survivorship of the species

studied.

Key words: Phenobarbital; Thiopental; Post-mortem Interval; Nutritional food;

Entomotoxicology; Forensic Entomology.

Xiv



INTRODUCAO GERAL

Apos a morte, os tecidos de animais sao atrativos para uma variedade de organismos
e, com isso, a decomposicao de vertebrados terrestres ¢ dominada nao sé pela acao de
fungos e bactérias, mas também pelos artrépodes, especialmente por insetos
sarcossaprofagos (Nuorteva 1977).

Desse modo, o estudo dos insetos tem contribuido em investigacoes legais, sendo
esta area conhecida como Entomologia Forense, a qual pode ser definida como a aplicacao
do estudo de insetos e outros artropodes que, em associacdo com procedimentos
criminalisticos, tem o proposito de descobrir informacdes Uteis para uma investigacao
(Nuorteva 1977; Erzinglioglu 1983; Keh 1985; Smith 1986; Catts e Goff 1992; Hall 2001).

Aplicacdes nesta area ja foram enumeradas por Nuorteva (1977), Keh (1985), Smith
(1986), Catts e Haskell (1990), Catts e Goff (1992), Oliva et al. (1995) e Byrd e Castner
(2001), tais como: determinacao do tempo ou intervalo pdés-morte ou (IPM); movimentacao
do cadaver; local, modo ou causa da morte; associacao dos suspeitos com a cena criminal;
investigacdo de substancias toxicas; casos envolvendo possivel morte subita e acidentes de
transito com causa desconhecida.

Os insetos — tanto espécimes imaturos, como puparios e adultos — tém sido
utilizados para deteccao de substancias toxicas como procedimento alternativo quando os
métodos convencionais nao a permitem (Beyer et al. 1980; Kintz et al. 1990a,c; Goff e Lord
1994; Hédouin et al. 1999a; Introna et al. 2001). Tal importancia reside no fato de que estes
organismos nem sempre metabolizam as drogas ou eventuais contaminantes presentes no
corpo e assim os mantém em seus tecidos, podendo ser identificadas posteriormente, por
meio de analises toxicologicas, dias e até anos apos a morte (Goff et al. 1989).

Assim, a entomotoxicologia, um ramo da entomologia forense, estuda a aplicacao dos
insetos necrofagos na analise toxicoldgica a fim de identificar drogas e toxinas presentes em
um tecido, além de investigar o efeito causado por estas substancias no desenvolvimento dos

artropodes (Introna et al. 2001).



Drogas e substancias toxicas podem afetar a taxa de desenvolvimento e o
metabolismo de insetos necrofagos, quando estes se alimentam de tecidos de individuos que
tenham morrido em decorréncia do uso e abuso destas (Introna et al. 2001). Em estudos que
investigam os efeitos de substancias na biologia de dipteros de importancia forense, as
dietas artificiais ou meios de criacao sao Uteis por permitir o acréscimo de substancias de
forma homogénea, dispensado assim o uso de cobaias, as quais sao de manipulacao
trabalhosa e de custo elevado, encarecendo os ensaios.

Apesar de existir estudos observando o efeito de substancias toxicas no
desenvolvimento de imaturos de insetos de importancia forense (Goff et al. 1989, 1992,
1993, 1994 e 1997; Bourel et al. 2001a,b,c; Carvalho et al. 2001; Pien et al. 2004), ainda
restam compostos quimicos sobre os quais ha pouco conhecimento, como é o caso dos
barbituricos, substancias que possuem acao sedativa, hipnotica e anestésica, tais como o
fenobarbital e tiopental. No Brasil, a pesquisa toxicoldgica com insetos € pioneira com
Carvalho et al. (2001) e ainda estao se aprimorando os conhecimentos e técnicas a serem
utilizadas especialmente no que diz respeito a deteccao.

A investigacao dos efeitos causados por substancias no desenvolvimento dos insetos
deve ser levada em conta ja que pode gerar dados imprecisos sobre a sua idade,
prejudicando assim a estimativa do IPM, quando esta é baseada no ciclo de vida do inseto
(Goff e Lord 1994). Este estudo espera contribuir para aquisicao de conhecimentos
relacionados a pratica de Entomologia Forense e ao ambito Médico-Legal, ja que ainda nao

existe informacao abordando a influéncia das substancias acima mencionadas em nosso pais.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Breve historico

A Entomologia Forense é uma area na qual interagem a ciéncia que estuda os
artropodes e o sistema judicial (Hall 2001). Pode ser subdividida em trés areas, segundo Lord
e Stevenson (1986): Urbana (abrange os insetos que afetam o homem e seu ambiente); de
produtos armazenados (de grande importancia econémica relacionada com insetos ou parte
deles comumente encontrados contaminando alimentos); e Médico-Legal (que tem seu foco
nos componentes criminais do sistema legal lidando, principalmente, com artrépodes
necrofagos).

0 uso de insetos relacionados a eventos criminais foi citado pela primeira vez no
século 13, na China (Tz'u e McKnight 1981). Numa investigacao de um fazendeiro assassinado
por golpes de foice, todos os suspeitos da aldeia depositaram suas foices no solo. A do
assassino foi denunciada pela presenca das moscas atraidas pelos residuos de sangue,
obrigando o proprietario a confessar o crime.

Durante a época medieval, nao foi reconhecida a correlacao entre larvas em um
cadaver e a oviposicao de moscas adultas. No inicio do século 19, verificou-se que as moscas
eram atraidas rapidamente pelos corpos (Anonimo 1814). Mende (1829) compilou uma lista
de insetos necrofagos, incluindo moscas e besouros. Krahmer (1857) descreveu as vantagens
e desvantagens da associacao do uso de insetos na estimativa do IPM, muitas das quais ainda
sao validas.

A primeira aplicacao de Entomologia Forense foi em 1855, quando Bergeret relatou
suas conclusdes sobre a data de morte de um bebé baseadas no encontro de insetos no
cadaver. Observando a fase de desenvolvimento das larvas, ele concluiu que o bebé era de
uma familia que morara na casa ha varios anos, o que levou a absolvicao da familia que tinha

se mudado recentemente para essa residéncia.



Contudo, foi Mégnin (1894) o primeiro pesquisador que avaliou a sucessao de insetos
em cadaveres, destacando o papel dos insetos na estimativa do tempo de morte e difundindo
a entomologia forense como ciéncia.

No Brasil, os primeiros trabalhos com insetos ligados a medicina legal comecaram
com Freire (1914, 1923). Estudos vém sendo realizados utilizando carcacas animais como
iscas e focalizando aspectos como os processos de decomposicao e sucessao ecoldgica em
diferentes ambientes e altitudes (Monteiro-Filho e Penereiro 1987; Souza e Linhares 1997;
Carvalho et al. 2000; Carvalho e Linhares 2001; Ribeiro 2003; Tavares 2003; Carvalho et al.
2004); em tamanhos diferentes de carcaca (Thyssen 2000), sobre biologia, ecologia e
identificacao de espécies necrdéfagas (Von Zuben et al. 1996; Moura et al. 1997; Souza 1998;
Amorim e Ribeiro 2001; Thyssen e Linhares 2007) e com deteccdo e efeito de substancias

toxicas em insetos (Carvalho et al. 2001).

Alteracées apos a morte

Depois da morte, tanto humanos quanto animais sofrem transformacdes causadas por
autdlise dos tecidos, a qual é promovida por alteragées quimicas internas das células e
enzimas, como também pela atividade de bactérias e fungos intestinais e ambientais (Knight
1991; Clark et al. 1997; Introna e Campobasso 2000).

Os sinais de decomposicao ocorrem dentro das primeiras 72 ou 96 h apds a morte
(HenBge et al. 2000), sendo afetados por uma gama de variaveis associadas com o proprio
corpo ou com o meio ambiente. Além disso, depois da temperatura do corpo equilibrar-se
com a do ambiente e a putrefacao ser iniciada, nao € mais possivel se estimar o IPM usando
as técnicas necroscopicas convencionais tais como temperatura do corpo, rigidez cadavérica,
mancha verde abdominal e analise de livores. Porém, com o auxilio de conhecimentos
entomologicos, quanto maior o IPM mais segura € a estimativa, sobretudo com um tempo de

morte superior a trés dias. (Catts e Haskell 1991; Kashyap e Pillay 1989).



Os insetos e a morte

Os insetos sao atraidos ao corpo geralmente poucos minutos logo apds a morte
(Anderson 2001), e este comportamento € o que os torna tao apropriados para o uso em
Medicina Legal. Porém, nem sempre a oviposicao pode ocorrer rapidamente, pois insetos que
aparecem cedo no local da mote sao colonizadores tardios ou nao sao espécies necrofagas
(Amendt et al. 2004).

Segundo Smith (1986), quatro categorias podem ser identificadas dentro de uma
comunidade que explora carcacas: a) espécies necrdfagas; b) predadores, parasitos e
parasitéides, que se alimentam de ovos, larvas ou mesmo pupas das espécies necrofagas; c)
espécies onivoras tais como vespas, formigas e alguns besouros, que se alimentam tanto da
carcaca como de seus colonizadores; d) eventuais ou acidentais, como aranhas, que usam a
carcaca como extensao do seu ambiente. Para a entomologia forense, as primeiras duas
categorias sao as mais importantes e incluem principalmente espécies das ordens Diptera e
Coleoptera, as quais chegam as carcacas e se substituem sequencialmente de forma
previsivel em uma sucessao ecoldgica. Estudos de sucessao sao citados por Nuorteva (1977),
Keh (1985) e Smith (1986).

As moscas da familia Calliphoridae (Diptera) estao entre as primeiras colonizadoras
de cadaveres e podem servir como relogios bioldgicos na mensuracao do tempo de morte de
duas a varias semanas (Goff e Lord 1994; Anderson 2001). Sao atraidas pelo odor
caracteristico da carcaca produzido durante a decomposicdao e que pode ser detectado a
distancia (Erzinclioglu 1996). Também podem ser atraidas por estimulos visuais, cor e
presenca de outros insetos co-especificos na carcaca (Wall e Fisher 2001). Compostos ricos
em amonia e sulfitos, assim como também a umidade e estimulos tacteis estimulam a
oviposicao (Anderson 2001), ocorrendo primeiramente nos orificios naturais e nas partes
moles do corpo, como feridas abertas, onde comeca a colonizacao.

0 tamanho da carcaca pode afetar sua atratividade, pelo menos para espécies de
moscas das familias Calliphoridae e Sarcophagidae (Erzingliogli 1996). No entanto, nem

todos os insetos preferem grandes carcacas, algumas espécies ovipositam preferencialmente
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em pequenos animais, como roedores. Fatores como por exemplo, 0 enterro restringem a
colonizacdao de um corpo, pois a maioria dos dipteros nao consegue colonizar corpos
enterrados a mais de 30 cm da superficie (Mann et al. 1990; Introna e Campobasso 2000;
Campobasso et al. 2001), exceto algumas espécies de forideos (Anderson 2001). O enterro do
corpo pode ainda influenciar o tempo requerido para os insetos encontrarem a carcaga assim

como também o restante da fauna necrofaga (Campobasso et al. 2001; Bourel et al. 2004).

Estimativa do intervalo pés-morte

Kashyap e Pillay (1989) apontam que decorridas 72 h da morte o método da fauna
cadavérica € usualmente o instrumento de maior acuracia utilizado para a estimativa do IPM,
que pode ser estimado por dois métodos. O primeiro proposto por Mégnin em 1894, também
chamado de Limite Maximo, é baseado na presenca e freqiiéncia dos insetos presentes no
corpo em um tempo definido sabendo-se que as espécies de insetos estdao associadas a
determinado estagio de decomposicao do corpo. O segundo método, o Limite Minimo, é mais
amplamente utilizado e leva em conta o conhecimento sobre os ciclos de vida dos insetos,
cujas larvas se criam nos corpos (Nuorteva 1977; Erzingliogld 1983).

A identificacao taxonémica exata dos insetos € essencial na utilizacao de qualquer
um dos procedimentos e a influéncia ambiental sobre a populacao de insetos nao pode ser
desconsiderada, visto que fatores tais como temperatura, umidade relativa, latitude e
altitude podem alterar o desenvolvimento de uma dada espécie (Amendt et al. 2004).

Estudos em carcacas animais demonstram que a composicao de espécies e a sucessao
de insetos num cadaver podem variar dependendo da regiao geografica, condicoes
climaticas, tipo e tamanho da carcaca, microclima, grau de insolacao, tipo de substrato e
complexidade e abundancia da fauna local (Greenberg 1991; Anderson 2001; Arnaldos et al.
2001; Carvalho e Linhares 2001; Grassberger e Frank 2003a; Watson e Carlton 2003). Dados
coletados numa regiao ou area em particular devem ser usados com cautela na determinacao
do IPM em outra regiao. Caracteristicas ecologicas, espécies envolvidas, condi¢coes inerentes

ao substrato onde se encontram e principalmente as condicdes climaticas registradas no
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local da morte, como o grau de exposicao ao sol, podem afetar o padrao de insetos
colonizadores (Erzinglioglu 1996) e a idade dos insetos, onde o estadio larval € o mais
prejudicado (Amoundi et al. 1994). Assim, a nao observacdao de todos estes parametros
envolvidos com a cena do crime implica um erro de estimativa do IPM (Greenberg e Kunich
2002).

Utilizado na area forense para se estimar a idade de larvas de insetos (Greenberg e
Kunich 2002) surge o modelo de graus-dias, graus-horas ou horas-acumuladas (ADH da sigla
em inglés) baseado na taxa de desenvolvimento dependente da temperatura na qual ele
ocorreu. De modo geral, as necessidades térmicas dos insetos podem ser avaliadas por meio
de uma constante térmica. Esta constante inicialmente proposta por Réaumur em 1735
(Silveira Neto et al. 1976) supbe que a relacao entre a taxa de desenvolvimento e
temperatura é linear no médio-alcance de uma curva, com um limite letal superior e um
limiar mais baixo, chamado de temperatura basal, abaixo da qual o desenvolvimento cessa,
ja que os insetos passam a crescer ou acumular energia apenas a partir da sua temperatura
basal (Haddad et al. 1999).

Quando somente os ovos de moscas sao encontrados no cadaver as dessecacoes das
amostras de ovos e analise do estagio embrionario de desenvolvimento podem ajudar na
estimativa do IPM (Smith 1986; Lord 1990; Anderson 1999; 2004; Byrd e Castner 2001).
Porém, para colocar em pratica esta ferramenta € necessario identificar as espécies de
moscas as quais correspondem 0s ovos.

Em geral, os estagios imaturos de espécies de dipteros sao totalmente desconhecidas
na literatura. A microscopia eletronica de varredura (MEV) é usada como ferramenta indireta
para identificar espécies através dos ovos. Os estudos comparativos da morfologia externa de
ovos de moscas descrevem caracteres de potencial valor diagndstico (Kitching 1976;
Greenberg e Szyska 1984; Erzinclioglu 1989; Liu e Greenberg 1989; Meskin 1991; Spradbery
1991; Greenberg e Singh 1995; Greenberg e Kunich 2002).

A MEV leva em conta caracteres morfologicos para serem usados na identificacao de

ovos de moscas, tais como: largura e comprimento do ovo, do plastrao, da linha de eclosao,
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morfologia do plastrao ao redor da micrépila, observacao das caracteristicas morfoldgicas do
colar da micropila, da micropila e das células coridnicas (Margaritis 1985). A identificacao de
ovos de moscas mediante o uso de MEV tem sido documentada na Australia (Kitching 1976),
Peru (Greenberg e Szyska 1984), Estados Unidos (Liu e Greenberg 1989; Greenberg e Singh
1995) e Inglaterra (Erzingliogld 1989), mas nao para o Brasil.

A MEV apresenta desvantagens, especialmente para seu uso em campo ou quando ha
urgéncia na identificacao. Uma alternativa para isso € o uso da microscopia dptica comum
(MOC), facil e de baixo custo, que poderia servir como um método de triagem inicial dos

espécimes, antes de serem seguidos para o exame por MEV.

Analise de DNA em entomologia forense

A identificacao genética de espécies tem sido uma ferramenta muito Util nos Gltimos
tempos. Embora os métodos de identificacao morfologica sejam usados, eles precisam de
conhecimento especializado, sobretudo na fase imatura onde ainda ha maior dificuldade
para se fazer identificacdes até o menor nivel taxonémico.

0 desenvolvimento de marcadores moleculares, a partir de adaptacdes da técnica da
PCR (Reacao em Cadeia da Polimerase, da sigla em inglés), foi um dos grandes avancos na
area de biologia molecular. Trata-se de uma técnica relativamente simples, que pode ser
utilizada na identificacao até espécie de insetos de importancia forense, e relevante quando
a diferenciacao nao é possivel ou € duvidosa usando-se os critérios morfologicos. Os dipteros
tém sido os mais estudados tanto para a obtencao de marcadores como no seqiienciamento
do DNA (Sperling et al. 1994; Malgorn e Coquoz 1999; Stevens e Wall 2001; Wallman e
Donellan 2001; Wells e Sperling 2001; Wells et al. 2001a; Harvey et al. 2003; Thyssen et al.
2005).

A andlise de DNA humano extraido de larvas é outra aplicacao das ferramentas
moleculares (Clery 2001; Wells et al. 2001b). Esta analise pode ser util em casos onde
somente as larvas, mas nao o corpo, sao encontradas na possivel cena do crime ou quando

uma fonte alternativa de alimento esta presente no local. Ao comparar o DNA humano no
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trato digestivo de larvas, pode-se demonstrar que elas se alimentaram no cadaver humano,
associando-as a um corpo especifico (Amendt et al. 2004). Esta técnica pode ser util para
identificar suspeitos de estupro e/ou assassinato com amostras de sangue coletadas do

intestino de insetos presentes na cena criminal (Repogle et al. 1994).

Entomotoxicologia

A Entomotoxicologia estuda a aplicacao dos insetos necrofagos na analise toxicologica
para identificar drogas e toxinas presentes em um tecido, além de investigar o efeito
causado por estas substancias no desenvolvimento dos artropodes (Introna et al. 2001).

0 tempo de desenvolvimento de espécies de importancia forense pode ser afetado
pela acao de drogas, de uso freqiiente ou continuo, ou de seus metabdlitos eventualmente
presentes no corpo, gerando conclusdes imprecisas na estimativa do IPM (Goff e Lord 1994).
Assim, o conhecimento do efeito de substancias no desenvolvimento dos imaturos das
espécies de interesse forense pode contribuir para melhorar o entendimento dos fatores que
podem interferir e/ou gerar erros quanto a estimativa do IPM. Com relacao a deteccao de
venenos, por exemplo, Utsumi observou em 1958 que moscas foram atraidas por carcacas de
ratos, em diferentes momentos, dependendo do veneno que causou a morte.

A andlise de larvas de insetos coletadas de um corpo em decomposicao para uma
identificacdao qualitativa de droga foi primeiramente proposta por Beyer e colaboradores
(1980), detectando fenobarbital em larvas de moscas. Desde entdo, pesquisadores vém
desenvolvendo trabalhos com larvas, utilizando drogas e técnicas diferentes, solucionando
casos envolvendo homicidios, suicidios e seqiiestros (Leclercq e Brahy 1985; Gunatilake e
Goff 1989; Goff et al. 1991,1992; Sadler et al. 1997a,b; Bourel et al. 1999).

Desse modo, pesquisas tém sido realizadas observando o efeito de substancias, tanto
licitas quanto drogas de abuso, no desenvolvimento larval de espécies de importancia
forense: babituricos como fenobarbital (Beyer et al. 1980), secobarbital (Levine et al. 2000),
amilobarbital e barbital (Sadler et al. 1997b); benzodiazepinas como diazepan (Carvalho et

al. 2001), temazepan (Sadler et al. 1995), brazotam e oxazepam (Kintz 1990a);
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antidepresivos triciclicos como amitriptilina (Kintz et al. 1990a; Goff et al. 1993; Wilson et
al. 1993; Miller et al. 1994; Sadler et al. 1995; 1997a), nortriptilina (Wilson et al. 1993;
Miller et al. 1994) e trimipramina (Sadler et al. 1995); opiaceos/ opidides como morfina e
codeina (Introna et al. 1990; Goff et al. 1991; Kintz et al. 1994; Hédouin et al. 1999a,b;
Bourel et al. 2001a,b,c) e propoxifeno (Wilson et al. 1993); derivados de anfetaminas MDMA
(ecstasy) + MDA (Goff et al. 1992,1997) e anfetaminas (Sadler et al. 1995); cocaina (Goff et
al. 1989; Manhoff et al. 1991; Nolte et al. 1992; Carvalho 2004); inseticidas como malation
(Gunatilake e Goff 1989) e palation (Wolff et al. 2004); carbamatos (Wolff et al. 2006) e
salicilatos (Kintz et al. 1990a; Sadler et al. 1997b, c).

As técnicas mais amplamente usadas para analisar amostras de insetos incluem
radioimunoensaio (RIA), imunohistoquimica, cromatografia gasosa (GC), de placa (TLC),
liquida de alta resolucao (HLPC) ou gasosa com espectroscopia de massas (GC-MS).

A cromatografia juntamente com o auxilio da espectroscopia de massas se destaca
devido a sua facilidade em efetuar a separacao, identificacao e quantificacdao das
substancias quimicas (Collins et al. 1997). Permite ainda a caracterizacao do nivel de
impurezas nas drogas ilicitas (Moore e Casale 1994). Kintz e colaboradores (1990a,c)
mostraram que as larvas sao uma oOtima ferramenta para a deteccao de morfina por
cromatografia gasosa, sem apresentar interferéncia por produtos da decomposicao, tal como
ocorre com os tecidos. Além disso, apresenta um alto poder de resolucao e sensibilidade, o
que torna possivel analisar substancias de uma mesma amostra. Isso faz com que nao haja a
necessidade de grandes quantidades de amostra o que pode ser um fator critico e limita a
utilizacao de outras técnicas. Apesar dessas vantagens, a cromatografia gasosa apresenta o
inconveniente da necessidade da preparacao prévia da amostra, gerando um custo adicional
na analise e um tempo maior para a obtencao dos resultados (Collins et al. 1997).

Alves e colaboradores (2007) foram chamados para coletar larvas de dipteros
provenientes de um cadaver humano no Instituto Médico Legal (IML) de Campinas, SP, e
estimar o IPM baseado na idade dos insetos. O comportamento de desagregacao e o tamanho

desproporcional de alguns espécimes coletados em varias regides do corpo os fizeram
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considerar a possibilidade de intoxicacao por alguma substancia que pudesse ter ocasionado
a morte da vitima. Deste modo, a presenca de cocaina foi detectada por imunohistoquimica
em cortes de larvas de segundo e terceiro estadios usando o método do complexo-
peroxidase. Os espécimes positivos mostraram uma imunoreacao mais intensa na area
localizada entre a exo e a endo-cuticula. Estes resultados constituem uma evidéncia do
acumulo de cocaina na cuticula das larvas durante seu desenvolvimento e evidenciam a
potencialidade da geracao de erros na estimativa do IPM de até 12 horas se o efeito da droga
nao for levado em conta (Alves et al. 2007).

Campobasso e colaboradores (2004) mostraram que as concentracoes de opiaceos e
cocaina achadas em larvas pos-alimentadas foram inferiores a aquelas observadas em
espécimes alimentados, provavelmente devido as larvas armazenarem materiais alimenticios
no extremo anterior do sistema digestivo, o qual expande grandemente durante o periodo de
alimentacao na fase larval (Greenberg 1991), digerindo rapidamente o conteldo intestinal.
Durante a fase de pos-alimentacao a taxa de eliminacao da droga excede a taxa de absorcao,
causando entao uma diminuicao na concentracao da droga nas larvas (Introna et al. 2001).

Contrario a isso, em dois casos do mesmo estudo (Campobasso et al. 2004)
envolvendo intoxicacdo por fenobarbital foram detectadas concentracdes mais altas em
larvas pods-alimentadas do que em larvas jovens com alimentacao ativa, sugerindo uma
bioacumulacao. Em contraste, as concentracées de fenobarbital tanto em larvas alimentadas
como em pos-alimentacao, foram significativamente mais baixas do que aquelas associadas
ao sangue e amostras de figado (Campobasso et al. 2004). Sendo assim, deve ser levado em
conta que as propriedades quimicas das drogas podem afetar significativamente sua
deteccao nas larvas.

Wilson e colaboradores (1993) detectaram amitriptilina, nortriptilina e propoxifeno
em larvas de terceiro instar de Calliphora vicina em dosagens menores do que aquelas
achadas na fonte alimentar. Porém, analises de puparios e adultos foram totalmente
negativas. Estes resultados demonstram que as drogas nao foram bioacumuladas durante

todo o ciclo de vida larval, sugerindo uma eficiente eliminacdo através dos tubulos de
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Malpighi ou acumulacdo nos nefrécitos das larvas. Por isto a auséncia de droga em larvas,
puparios e adultos nao necessariamente implica sua auséncia na fonte alimentar (Sadler et
al. 1997c). Sadler e colaboradores (1995) em um estudo similar focado na acumulacao e
eliminacao de drogas, detectaram que a concentracao de droga diminuiu em larvas nao
alimentadas e puparios sugerindo também que somente as larvas alimentadas ativamente e
desenvolvidas completamente poderiam ser amostradas para analise toxicologica pois elas
representam a melhor fonte residual da droga avaliada. Porém, o mesmo grupo de pesquisa
achou alta variabilidade nas concentracdes larvais de drogas nao sendo confidvel a
extrapolacao quantitativa. Além disso, as larvas apresentaram acumulos imprevisiveis
quando submetidas a mais do que uma droga ou dosagens diferentes de uma Unica substancia
(Sadler et al. 1997b,¢).

A bioacumulacao, durante o desenvolvimento, larval é uma limitacao na utilizacao de
larvas para quantificacao das drogas e para correlacionar a concentracao em larvas e na
fonte alimentar. Além disso, a transferéncia de substancias toxicas nao é acompanhada
apenas no primeiro nivel da cadeia alimentar com os dipteros, mas continua também nos
coleopteros predadores. Assim, eles podem também ser submetidos a analise toxicoldgica,
visto que uma segunda bioacumulacao pode ocorrer (Introna et al. 2001).

Embora alguns estudos descreveram a correlacao quantitativa entre concentracoes
de drogas em larvas e em tecidos humanos dos quais elas se alimentaram (Introna et al.
1990; Kintz et al. 1990b,c; Goff et al. 1993; Miller et al. 1994), outros estudos nao
observaram nenhuma correlacdo ou acharam as dosagens em larvas significativamente mais
baixas que aquelas detectadas nos tecidos (Goff et al.et al. 1989, 1991; Nolte et al. 1992;
Kintz et al. 1994; Williams e Pounder 1997; Hédouin et al. 1999a; Levine et al. 2000;
Carvalho et al. 2001; Campobasso et al. 2004; Tracqui et al. 2004).

Deste modo, ainda que o uso dos artrépodes como ferramenta nas analises
toxicologicas em investigacdes criminais esteja se tornando mais comum, existe a limitacao
da necessidade de determinar se a quantidade do composto em particular € compativel com

o envenenamento fatal, ou esta mais de acordo com concentracdes terapéuticas, dando
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suporte ao diagnostico final de intoxicacao narcética (Skopp 2004). Sugerindo que as larvas
apresentam importancia somente qualitativa, uma vez que nao permitem uma quantificacao

acurada (Tracqui et al. 2004).

Futuros rumos em entomologia forense

Apesar de a Entomologia Forense contar com mais de 150 anos de existéncia, ainda é
considerada uma disciplina jovem. Uma das mudancas mais importantes para o futuro &
ajustar os dados experimentais a casos praticos. Visto as amplas variacdes nos fatores
bidticos e abidticos que ocorrem no local da morte, o incremento nos detalhes e observacoes
quantificaveis enriqueceria o conhecimento existente, criando um modelo para o calculo e
manipulacao de dados, assim como também a presenca de entomologistas forenses o mais
perto possivel da reconstrucao da cena criminal (Amendt et al. 2004).

A estimativa correta do IPM é talvez o parametro mais importante da entomologia
forense, na qual devem ser levados em conta dados de desenvolvimento e de sucessao
entomologica, a regiao geografica e a variedade de caracteristicas do cenario do crime.
Existem ainda outros parametros aos quais se deve prestar uma atencao especial como os
mencionados nos paragrafos seguintes.

Fatores que possam alterar o tempo de oviposicao, tais como corpos cobertos com
mantas, carpetes, sacolas plasticas ou localizados em ambientes fechados, pois estes fatores
podem atrasar a oviposicao inicial (Higley e Haskell 2001), assim como também aspectos
meteorologicos, frio ou chuva, que podem inibir ou evitar a atividade dos insetos
(Erzinglioglu 1996).

A diapausa, o periodo durante o qual o crescimento e o desenvolvimento dos insetos
fica suspenso. Dependendo da espécie, os parametros que mais influenciam larvas e pupas
sao o fotoperiodo e a temperatura. A diminuicdao da duracao do dia ou da temperatura
indicando a aproximacao do inverno pode induzir a diapausa sob condicdes ambientais
desfavoraveis (Ames e Turner 2003). O método graus dias/horas acumuladas (ADH) considera

a temperatura minima na qual o desenvolvimento larval cessa, podendo ser somente
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aplicado quando a temperatura é diretamente proporcional ao desenvolvimento (Wagner et
al. 1984). Além disso, € aceito que o desenvolvimento cesse a baixas temperaturas (Lamb et
al. 1984) sendo, porém, muito dificil determinar a temperatura minima, pois os insetos
sobrevivem durante longos periodos com desenvolvimento quase nulo ou em diapausa (Ames
e Turner 2003). Este fato tem implicacdes importantes e deve ser levado em conta no
calculo do IPM quando baseado no ADH de larvas de dipteros, assim como também a duracao
da diapausa.

Os parasitdides alimentam-se exclusivamente de outros artropodes, principalmente
insetos, resultando na morte do hospedeiro (Godfray 1994). A maioria de parasitoides
pertence as ordens Hymenoptera e Diptera, representando um grupo extremamente diverso
e constituido por aproximadamente 8,5% de todos os insetos descritos (LaSalle e Gauld 1991;
Godfray 1994). Eles também atacam espécies necréfagas e conseqiientemente podem
aparecer na carcaca (Smith 1986; Haskell et al. 1997; Amendt et al. 2000; Anderson e
Cervenka 2002; Grassberg e Frank 2003b). O ciclo de vida das espécies mais comuns de
parasitéides € conhecido (Geden 1997) e quando os adultos emergem e abandonam o
hospedeiro as exuvias das pupas das vespas parasitoides podem ser identificadas (Geden et
al. 1998; Carlson et al. 1999). O tempo de desenvolvimento dos parasitoides pode ser
calculado e adicionado ao tempo de desenvolvimento dos califorideos hospedeiros. Assim,
pupas de parasitoides de moscas podem ter um papel importante na estimativa do IPM pelo
fato de o tempo de parasitismo geralmente ser restrito a uma pequena e bem definida
janela de tempo no comeco da fase pupal do inseto hospedeiro (Anderson e Cervenka 2002).
Este grupo de parasitdides pode criar outros problemas para a entomologia forense e a
estimativa do IPM, por exemplo, Holdaway e Evans (1930) descreveram pupariacao
prematura em Lucilia sericata quando parasitada por Alysia manducator (Hymenoptera:
Braconidae).

O papel da fauna marinha e de agua doce em investigacdes forenses tem recebido
pouca atencao (Payne e King 1972; Nuorteva et al. 1974; Goff e Odom 1987; Haskell et al.

1989; Catts e Goff 1992; Vance et al. 1995; Sorg et al. 1997; Davis e Goff 2000). Ainda é
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escasso 0 conhecimento do papel dos artropodes aquaticos durante a decomposicao em
corpos submersos (Keiper et al. 1997; Tomberlin e Adler 1998; Hobischak e Anderson 1999,
2002; Anderson 2001; Merrit e Wallace 2001; Anderson e Hobischak 2004). Os insetos
aquaticos mais importantes pertencem as ordens Ephemeroptera, Trichoptera e Diptera, e
secundariamente as familias Chironomidae e Simuliidae (Diptera). Contudo, estes insetos nao
sao obrigatoriamente saprofagos. O uso destes insetos para se estimar o tempo de morte é
mais dificil e depende da estacao do ano e das condicdes do sistema aquatico (Amendt et al.
2004).

Uma droga ou toxina pode ser detectada na larva quando a taxa de absorcao excede
a taxa de excrecao (Introna et al. 2001), mas nao € bem conhecido exatamente como as
larvas bioacumulam ou eliminam as drogas e como isso afeta o desenvolvimento larval. O
efeito das drogas e toxinas na taxa de desenvolvimento dos Diptera é também um outro fator
que deve ser levado em conta para estimativar o tempo de morte.

Hoje a Entomologia Forense nao esta limitada somente a estimativa do IPM. Um
entomologista forense tem adquirido um papel importante nas investigacdes de mortes,
sendo requerido em outros paises para todo tipo de trabalhos como determinar a estacao
climatica da morte, regiao geografica da morte, movimento ou armazenamento dos restos
apos a morte, tempo de decapitacao e/ou desmembramento, intervalo de submersao, locais
especificos de injuria no corpo, artefatos post-mortem no corpo e no local do crime,
negligéncia de criancas e idosos, acosso sexual, identificacdo ou associacao de suspeitos,
etc. (Campobasso e Introna 2001).

No Brasil a aplicacao da entomologia forense nao € usual, contrario ao que ocorre
em instituicées cientificas internacionais as quais contam com laboratorios especificos para
assistir a oficiais da lei na cena do crime. Em acao pioneira o Departamento Técnico e a
Policia Cientifica do Rio de Janeiro estao tentando fazer da associacao de oficiais com
entomologistas do Museu Nacional - UFRJ uma pratica convencional (Oliveira-Costa e Mello-

Patiu 2004).
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Embora a integracao entre a entomologia forense e as investigacdes criminais ainda
esteja em fase inicial no Brasil e a Entomotoxicologia ainda nao seja uma ciéncia
desenvolvida ao nivel de poder ser usada na rotina pratica (Gupta e Setia 2004), sdao de
grande importancia os estudos que focalizem na obtencao de dados sobre a entomofauna
necréfaga e o efeito de diversas drogas no desenvolvimento larval, para a formacao de um

banco de dados que auxilie em investigacoes médico-criminais.
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OBJETIVOS GERAIS

1. Avaliar o desenvolvimento de trés espécies de califorideos de importancia forense:
Chrysomya albiceps (Wiedemann), Chrysomya putoria (Wiedemann), e Chrysomya
megacephala (Fabricius) (Diptera: Calliphoridae) submetidos a diferentes dosagens de

fenobarbital: 150, 500 e 1000 mg/kg.

2. Avaliar o desenvolvimento de trés espécies de califorideos de importancia forense:
Chrysomya albiceps (Wiedemann), Chrysomya putoria (Wiedemann), e Chrysomya
megacephala (Fabricius) (Diptera: Calliphoridae) submetidos a diferentes dosagens de

tiopental: 0,5 x DLsp, DLsg € 2 x DLso.

3. Desenvolver e aperfeicoar uma nova dieta artificial para criacao de dipteros necréfagos

de importancia forense em laboratorio, visando obter uma melhor uniformidade para

adicao de substancias toxicas e tornar mais eficiente a criacao e os testes bioldgicos.
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CAPITULO |

EFEITO DO FENOBARBITAL NO DESENVOLVIMENTO DE TRES ESPECIES DO GENERO
Chrysomya (DIPTERA: CALIPHORIDAE) E SUA IMPORTANCIA PARA A ESTIMATIVA DO

INTERVALO POS-MORTE

INTRODUCAO

A Entomotoxicologia estuda a aplicacao dos insetos necrofagos na analise toxicologica
para a identificacao de drogas e toxinas presentes em um tecido, assim como também
investiga o efeito causado por estas substancias no desenvolvimento dos artrépodes com o
objetivo de aumentar a precisao na estimativa do intervalo pds-morte (IPM). O aumento de
mortes relacionadas a drogas ou ainda mortes ligadas ao consumo acidental ou proposital de
venenos ou substancias toxicas justifica o grande interesse por esse novo ramo da medicina
forense (Introna et al. 2001).

0 fenobarbital é utilizado principalmente no tratamento de convulsdes tais como
epilepsia, status epiléptico, eclampsia, tétanos e espasmofilia. O fenobarbital é classificado,
em funcao da duracao do seu efeito, como uma droga de acao prolongada e esta disponivel
em farmacias com os nomes comerciais de Gardenal® e Luminal®. O espectro terapéutico
otimo vai de 15 a 40 pg/ml, com niveis de toxicidade acima de 40 pg/ml, podendo ocorrer
um envenenamento grave em adultos com uma dose oral de 1,0 g. O efeito nocivo mais
comum é a sedacdo e apos o uso prolongado de altas doses pode ocorrer tolerancia e
dependéncia fisica e psiquica. A dose letal (DLsg) em humanos oscila de 2 a 10 g/kg de massa
corporal, mas o alcool ou outros agentes depressores do sistema nervoso central (SNC),
quando associados ao fenobarbital, podem potencializar sua acao (Smith 1993).

Este trabalho estudou a acado do fenobarbital na taxa de desenvolvimento e
mortalidade de trés espécies de califorideos de interesse forense: Chrysomya albiceps

(Wiedemann), Chrysomya megacephala (Fabricius) e Chrysomya putoria (Wiedemann)
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(Diptera), utilizando trés dosagens diferentes, além de um grupo controle, sem a presenca

da droga.

MATERIAL E METODOS
Espécies estudadas e obtencdo dos exemplares

A coleta dos espécimes adultos foi feita em ambiente urbano, C. albiceps e C.
megacephala no municipio de Campinas, SP, e C. putoria no municipio de Botucatu, SP.

Para a coleta dos adultos foram utilizadas iscas como figado bovino, peixe e visceras
de frango em armadilhas adequadas e modificadas (Moretti et al. 2008) a partir da proposta
por Ferreira (1978). Logo apds as coletas, os insetos foram depositados em frascos cobertos
com organza e levados para o Laboratorio de Entomologia do Departamento de Parasitologia
da UNICAMP, onde foram anestesiados a -20°C durante 90 seg para serem identificados (Fig.
1.1).

Apds a identificacao por meio de chave dicotomica (Dear 1985), os exemplares de
cada espécie foram depositados separadamente em gaiolas plasticas transparentes (30 x 30 x
50 cm), com aberturas laterais revestidas com telas de nailon (Fig. 1.2). Foram alimentados
com dietas a base de acucar e proteina animal, compostas por solucao acucarada e figado
bovino cru. As gaiolas permaneceram em sala climatizada no Laboratério de Criacao de
Larvas na UNICAMP, sob temperatura controlada de 27+1°C, fotoperiodo de 12 h e umidade
relativa de 70+10%. Foi oferecida carne bovina moida crua como substrato de oviposicao
(Fig. 1.3).

Para o desenvolvimento dos imaturos foi oferecida a dieta artificial avaliada no
capitulo Il deste trabalho acrecida da droga e para o grupo controle dieta sem adicao de
droga, numa proporcao de aproximadamente 1,0 g/ovo. Todos os imaturos foram mantidos
em camara de germinacao modelo Fanem 387 (Fig. 1.4) sob temperatura controlada de
25+1°C, com fotoperiodo de 12 h e umidade relativa de 70+10%, onde todas as etapas de

desenvolvimento foram acompanhadas.
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Para cada dosagem da droga foram feitas trés réplicas, sendo que somente duas
foram manipuladas para obter a massa corporea dos imaturos por meio de pesagens
individuais sem reposicao da amostra.

As amostras de dez larvas foram coletadas e pesadas, a partir de 12 h apds a eclosao
até a pupariacao, em intervalos de 12 h. As larvas foram pesadas individualmente a partir
das 24 h ou quando a balanca registrasse o peso individual, sempre foram selecionadas as
larvas de maior tamanho para garantir uniformidade na mensuracao.

Fenobarbital

As dosagens 150, 500 e 1000 mg/kg de fenobarbital foram acrescidas para os imaturos
junto a dieta artificial. Tais dosagens foram selecionadas a partir de testes preliminares, por
tentativa, nos quais foi observado que a DLsy para humanos via oral (aproximadamente 5
mg/kg) causou a mortalidade de 100% das larvas ja no segundo estadio larval.

Parametros biolégicos

Foram observados os seguintes parametros bioldgicos: ganho de massa corpoérea dos
imaturos (mg), duracao do periodo ovo-pupa (h), taxa de emergéncia (%) (viabilidade),
intervalo de emergéncia (h) e razao sexual dos adultos emergidos.

Analise estatistica

Para testar o efeito da droga, foram feitas trés ANOVAs de um fator, sendo os
fatores: espécie, dosagem (mg/kg) e tempo de desenvolvimento (h). Também foram feitas
trés ANOVA de dois fatores: espécie e dosagem para cada tempo de desenvolvimento,
espécie e tempo para cada dosagem, e dosagem e tempo para cada espécie. A variavel
resposta foi o logaritmo da massa corporal das larvas (logiy (Massa+1)). As médias foram
comparadas pelo teste de comparacdes multiplas de Duncan, com taxa global de erro (a) de
5%. Todos os testes estatisticos foram feitos utilizando-se o procedimento PROC GLM do
pacote estatistico SAS® (SAS Inc 2006). Para a elaboracao das tabelas foram utilizados os

dados da massa corporal das larvas obtidos em mg (Anexos 1 a 12).
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RESULTADOS

O fenobarbital afetou significativamente o ganho de massa corporal nas trés dosagens
testadas de Chrysomya megacephala (F = 240,52; p < 0,0001), Chrysomya putoria (F =
2480,82; p < 0,0001) e Chrysomya albiceps (F = 1730,02; p < 0,0001). As curvas de
desenvolvimento larval das trés espécies submetidas a diferentes dosagens de fenobarbital
podem ser observadas na Fig. 1.5.

Chrysomya megacephala foi a espécie menos afetada no seu desenvolvimento pelas
trés dosagens de fenobarbital (Fig. 1.4). As larvas expostas a maior dosagem, atingiram o
estadio de pupa 60 h apés o mesmo ter ocorrido nos outros grupos, que completaram o
desenvolvimento larval em 120 h (Tabela 1.1). A sobrevivéncia no grupo de maior dosagem
da droga foi bastante baixa, somente 7,3% para as pupas diminuindo ainda mais ao emergir
os adultos (machos 3,3% e fémeas 2,0%). Este grupo também foi afetado no intervalo de
emergéncia, aumentando-o em 34 h quando comparado ao grupo controle (Tabelas 1.1 e
1.2). As larvas que se desenvolveram na dosagem 500 mg/kg de fenobarbital nao
conseguiram ganhar tanta massa corporal quanto aquelas do grupo controle. Entretanto,
apesar disso a sobrevivéncia foi de 88%. O ganho de massa corporal na dosagem de 150
mg/kg nao foi diferente pelo teste de Duncan daquele ganho no grupo controle, com tempo
de desenvolvimento larval igual, o qual ocorreu em 120 h; estes dois grupos se diferenciaram
com os grupos das dosagens 500 e 1000 mg/kg, os quais foram diferentes entre si com
relacao ao ganho de massa corporal durante todo o desenvolvimento larval, exceto as 24 h
(Tabelas 1.1 e 1.2).

O desenvolvimento de C. putoria foi bastante afetado nas duas dosagens maiores de
fenobarbital (Fig. 1.4). Na dosagem de 1000 mg/kg houve 100% de mortalidade no terceiro
estadio larval as 132 h, com um ganho de massa corporal muito inferior ao do grupo controle
(Tabela 1.3). As larvas submetidas a dosagem de 500 mg/kg atingiram o estadio de pupa as
192 h, 72 h depois do mesmo ter acontecido no grupo controle, comprometendo o ganho de

massa corporea e a sobrevivéncia (3,3%) (Tabelas 1.1 e 1.3).
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Das trés espécies estudadas, C. albiceps foi a mais afetada pelo fenobarbital, com
diferenca significativa no ganho de massa corporal nos quatro grupos (Fig 1.4). O grupo 500
mg/kg foi significativamente diferente dos outros grupos, exceto as 24 e 132 h onde a
diferenca no ganho de massa nao foi diferente do grupo 150 mg/kg pelo teste de Duncan.
Nas duas dosagens maiores houve 100% de mortalidade: as 96 h de desenvolvimento ainda no
segundo estadio larval para aquelas com 1000 mg/kg de droga acrescida a dieta artificial e
as 156 h no terceiro estadio larval para o grupo na dosagem de 500 mg/kg. Em ambos os
grupos a massa corporal média foi muito mais baixa que as larvas da mesma idade no grupo
controle (Tabela 1.4). As larvas do grupo 150 mg/kg ganharam, em média, mais massa das 48
as 84 h e atingiram o estadio de pupa 12 h antes, quando comparadas as do grupo controle.
A dosagem mais baixa de fenobarbital (150 mg/kg) teve um efeito paradoxal no ganho de
massa corporal durante as primeiras 84 h quando comparado ao grupo controle, mas a partir
de 96 h o efeito se inverteu, o que poderia justificar a sobrevivéncia (91%) e a diminuicao em
12h do intervalo de emergéncia com relacao ao grupo controle (Tabelas 1.1 e 1.4).

A maior dosagem (1000 mg/kg) causou mortalidade em duas espécies, C. putoria e C.
albiceps no segundo estadio larval (Tabelas 1.3 e 1.4).

O tempo de desenvolvimento de ovo a pupa quando comparado ao grupo controle de
C. putoria foi superior em 72 h no grupo 500 mg/kg e em 24 h no grupo 150mg/kg. Para C.
megacephala o tempo de ovo a pupa foi igual nas duas dosagens menores e o grupo controle,
mas os imaturos submetidos a dosagem 1000 mg/kg de fenobarbital retardaram seu
desenvolvimento em 60 h para completar o estadio de pupa. Para C. albiceps o tempo de
desenvolvimento de ovo a pupa foi menor em 12 h no grupo 150 mg/kg quando comparado
ao grupo controle (Tabela 1.1).

0 intervalo de emergéncia, isto &, o tempo de desenvolvimento de pupa a adulto foi
menor para a dosagem de 150 mg/kg de fenobarbital nas trés espécies estudadas. Quando
comparado ao grupo controle de cada espécie este invervalo foi inferior em 14 h para C.
megacephala, 12 h para C. albiceps e 2 h para C. putoria. Contrario a isso, para as dosagens

maiores de fenobarbital o tempo para atingir o estagio adulto foi superior ou igual daquele
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observado no grupo controle, para C. putoria na dosagem de 500 mg/kg o aumento foi de 40

h e para C.megacephala no grupo de 1000mg/kg de 34 h (Tabela 1.1).

Tabela 1.1 Tempo de desenvolvimento de ovo a pupa e intervalo de emergéncia (h), taxa de

sobrevivéncia e de emergéncia

diferentes dosagens de fenobarbital (mg/kg) em relacao ao grupo controle.

de adultos (%), das trés espécies de Chrysomya em

Emergéncia de

Tempo Intervalo de Taxa de o
Espécie Grupo  deovoa emergéncia sobrevivéncia adultos (%)
pupa (h) (h) das pupas (%) Machos Fémeas
Controle 120 92 86,7 40,0 42,7
C. megacephala 150 120 78 70,0 33,3 32,7
(n=270) 500 120 92 88,0 42,0 44,7
1000 180 126 7,3 3,3 2,0
C. putoria Controle 120 92 59,3 33,3 35,3
) 150 144 90 52,7 20,7 30,0
(n=150) 500 192 132 3,3 0,7 1,3
1000 - -- -- -- --
Controle 156 90 53,0 37,5 9,5
C. albiceps 150 144 78 91,0 64,0 17,0
(n=200) 500 --! - - - -
1000 -2

1100% de mortalidade no terceiro estadio larval; 2100% de mortalidade no segundo estadio larval
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Tabela 1.2 Média da massa corporal (mg) e tempo de desenvolvimento (h) de imaturos de

Chrysomya megacephala em diferentes dosagens de fenobarbital (mg/kg) em relacdo ao

grupo controle (; + dp).

Tempo Controle 150 500 1000

12 0,1+0,01 (A) 0,1+ 0,01 (A) 0,1 + 0,01 (B) 0,2 + 0,01 (C)
24 0,6 + 0,14 (AB) 0,7 £ 0,12 (A) 0,5 + 0,11 (BC) 0,5+ 0,18 (C)
36 2,4 + 0,46 (A) 2,8 £ 0,36 (A) 1,5 £ 0,38 (B) 0,9 + 0,13 (C)
48 7,2 + 0,35 (A) 6,6 + 0,54 (A) 5,0 + 1,04 (B) 1,6 + 0,63 (C)
60 20,6 +3,622(A) 18,6 + 3,082 (A) 9,8 + 3,22 (B) 3,4 + 1,07 (C)
72 40,0 + 6,56 (A) 37,5+ 8,79 (A) 19,7+ 6,902 (B)  3,5+0,98 (C)
¥ 62,8 + 6,40 (A) 57,2 + 6,70 (A) 41,1 = 8,23 (B) 6,9 + 0,61 (C)
96 63,8 + 6,01 (A) 57,0 £ 6,18 (A) 37,5 + 7,70 (B) 9,5 + 3,46 (C)
108 53,3 + 6,033 (A) 51,4+ 4,263 (A)  36,5+5,653(B) 15,2 5,83 2(C)
120 44,6 + 7,024 (A) 45,5 £ 3,71 *(A) 23,6 +2,354(B) 19,8+ 6,31 (C)
132 34,4 + 8,48
144 43,4+ 8,10
156 37,6 £ 6,54°
168 34,1+ 7,51
180 31,4+ 4,60 *

' Para uma mesma linha, médias com letras iguais nao sao significativamente diferentes entre si, pelo
Teste de Duncan (a=5%); 2 Terceiro estadio larval; 3 Pré-pupa; *Estadio de pupa
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Tabela 1.3 Média da massa corporal (mg) e tempo de desenvolvimento (h) de imaturos de

Chrysomya putoria em diferentes dosagens de fenobarbital (mg/kg) em relacao ao grupo

controle (; + dp).

Tempo Controle 150 500 1000

12 0,3 0,01 (A)’ 0,1£0,01 (C) 0,2 + 0,01 (B) 0,2 + 0,01 (B)
24 0,8+ 0,17 (A) 0,7 + 0,13 (AB) 0,6 + 0,18 (B) 0,4+0,13 (C)
36 4,4 10,60 (A) 2,5+ 0,59 (B) 0,9 0,13 (C) 0,6 + 0,27 (D)
48 9,311,962 (A) 5,5 + 1,07 (B) 3,1+0,68 (C) 1,0 £ 0,27 (D)
60 25,8 + 3,78 (A) 13,2+ 2,17 % (B) 4,9+ 0,65 (C) 1,6 + 0,62 (D)
72 38,1 + 6,51 (A) 21,3 + 3,42 (B) 7,6 1,312 (C) 1,7 + 0,40 (D)
84 50,6 + 6,15 (A) 39,3 + 6,33 (B) 13,7 + 2,58 (C) 3,8 + 0,90 (D)
96 49,6 + 4,78 3 (A) 43,4 + 4,98 (A) 15,0 = 3,52 (B) 2,9 0,89 (C)
108 47,0 £ 5,75 (A) 36,9 + 12,56 (A) 14,5 + 8,55 (B) 3,8 £ 0,01 (C)
120 41,2 £ 5,21 * (AB) 44,9 + 3,45 (A) 36,9 + 3,51 (B) 2,3+0,82(C)
132 36,5+ 9,52 % (A) 23,1+ 5,18 (B) 1,1+ 0,43 °(C)
144 37,2 + 4,324 (A) 37,2 £ 6,50 (A)

156 36,1 + 5,19

168 29,6 + 4,433

180 23,3+ 3,83

192 24,2 + 4,33 *

' Para uma mesma linha, médias com letras iguais nao sao significativamente diferentes entre si, pelo Teste
de Duncan (a=5%); % Terceiro estadio larval; 3 Pré-pupa; #Estadio de pupa; ° 100% de mortalidade no segundo
estadio larval
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Tabela 1.4 Média da massa corporal (mg) e tempo de desenvolvimento (h) de imaturos de

Chrysomya albiceps em diferentes dosagens de fenobarbital (mg/kg) em relacdo ao grupo

controle (; + dp).

Tempo Controle 150 500 1000
12 0,1+ 0,01 (A)’ 0,1+ 0,01 (A) 0,1+ 0,01 (B) 0,2 + 0,01 (C)
24 0,4+ 0,01 (A) 0,4+ 0,01 (A) 0,2 + 0,01 (A) 0,2 + 0,01 (A)
36 0,8 + 0,20 (B) 1,0 £ 0,23 (B) 0,6 + 0,01 (A) 0,3 +0,01 (C)
48 2,2 + 0,54 (A) 2,8 + 0,58 (A) 0,9 + 0,16 (B) 0,3 +0,01 (C)
60 4,5+ 0,55 (B) 5,5+ 0,80 (A) 1,7 £ 0,34 (C) 0,4+0,16 (D)
72 8,2+2,68%(B) 10,7 + 3,05 2 (A) 2,0+ 0,59 (C) 0,5+0,31 (D)
84 13,7 + 4,23 (B) 18,9 + 4,02 (A) 2,9 +0,76 (C) 0,9 + 0,30 (D)
96 32,0 £ 5,48 (A) 3,8£0,712(C) 0,9+0,18° (D)

108 52,0 + 12,49 (A)
120 53,7 £ 6,65 (A)
132 48,5 + 8,51 (A)
144 43,9 + 6,77 * (A)
156 41,0 + 6,80 ° (A)

35,2 + 7,79 (B)
36,0 + 6,06 (B)
22,7 £3,51*
25,3+7,33°

(
25,7 + 3,95 (B)

(

(

B)

(
(B)

2,9 0,86 (C
431,22 (C
18,7 = 6,30 (B)
12,1 = 3,20 (C)
8,2 + 3,93 ° (B)

)
)

! Para uma mesma linha, médias com letras iguais nao sao significativamente diferentes entre si, pelo
Teste de Duncan (a=5%); 2 Terceiro estadio larval; 3100% de mortalidade no segundo estadio larval; 4
Pré-pupa; “Estadio de pupa; ¢ 100% de mortalidade no terceiro estadio larval
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Fig. 1.1. Vista frontal e lateral de adultos de Chrysomya albiceps (A), Chrysomya
megacephala (B) e Chrysomya putoria (C).

Setas: espiraculo anterior em forma de “gota”, branco (A); espiraculo anterior escuro (B) e espiraculo

anterior branco e cerda localizada logo abaixo (C).
(Fonte: Linhares e Thyssen 2007).

Fig. 1.2 Frascos plasticos utilizados para criacao de imaturos de dipteros.
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Fig. 1.3 Gaiola plastica transparente para criacao e manutencao de individuos adultos de

dipteros em sala climatizada.

Fig. 1.4 Camara climatica de germinacao modelo Fanen 387 utilizada para o desenvolvimento

de imaturos de dipteros.

28



média da massa corporal (mg)

O ‘ T T T T T T T T T T T T 1
12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180 192

tempo (h)

70

60 -

50 +

40 -

30

20

10

média da massa corporal (mg)

0 T T T T T
12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180 192

tempo (h)

70

T T T T T T T T T 1

12 24 36 48 60 72 84 9 108 120 132 144 156 168 180 192

média da massa corpotal (mg)

tempo (h)
—— Controle —s— 150 mg/kg —=— 500 mg/kg —— 1000 mg/kg

Fig. 1.5 Curvas de desenvolvimento (h) de larvas de Chrysomya megacephala (A), Chrysomya

putoria (B) e Chrysomya albiceps (C) submetidas a diferentes dosagens de fenobarbital.
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DISCUSSAO

0 efeito do fenobarbital depende do estagio do ciclo de vida em que a mosca se
encontra: larval, pupal ou adulta, sendo que cada fase de desenvolvimento foi influenciada
de forma diferente na presenca da droga, sugerindo que nao € possivel estabelecer um
padrao geral de crescimento da mosca, e sim para cada fase de desenvolvimento.
Provavelmente, estas diferencas estejam ligadas ao tempo de contato de cada fase com a
droga e ao proprio metabolismo, excrecao e/ou bioacumulagcao da substancia.

As larvas criadas no controle e as larvas criadas na dosagem mais baixa de
fenobarbital tiveram um desenvolvimento similar, enquanto que as larvas criadas na
concentracao mais alta apresentaram um padrao de desenvolvimento mais lento que o
controle. Isto sugere que a presenca do barbiturico na fonte alimentar retarda o crescimento
normal das moscas durante os estagios larvais e o tempo de desenvolvimento pos-
embrionario.

No que diz respeito ao tempo de desenvolvimento, o ganho de massa corpdrea dos
imaturos e a sobrevivéncia das pupas foi observado que os espécimes de C. megacephala
foram os menos afetados, tendo sido observado o contrario para imaturos de C. albiceps, os
quais foram mais afetados. Estes resultados sugerem que as larvas de C. megacephala
demoram mais para incorporar a droga ou que sao mais resistentes aos efeitos do
fenobarbital do que C. albiceps que apresentou uma maior susceptibilidade.

A menor concentracao de fenobarbital parece exercer um efeito paradoxal no maior
ganho de massa corporal dos imaturos de C. albiceps durante as primeiras 84 h quando
comparado ao grupo controle, o que poderia justificar a maior sobrevivéncia observada no
primeiro grupo. O mesmo aconteceu em experimentos realizados com Boettcherisca
peregrina Robineau-Desvoidy (Diptera: Sarcophagidae) nos quais a sobrevivéncia de pupas
que se alimentaram em tecido contendo cocaina ou heroina foi igual ou superior a do grupo
controle, sem ser afetada pela presenca ou pela concentracao da droga (Goff et al. 1989,
1991). Este fato pode ser explicado devido as larvas serem capazes de eliminar

eficientemente varias substancias toxicas através dos tubulos de Malpighi durante seu
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desenvolvimento e, se isto ocorre antes da pupariacao, as pupas podem nao ser afetadas
pela presenca da droga na fonte alimentar das larvas (Nourteva e Nuorteva 1982; Wilson et
al. 1993).

Nas dosagens maiores da droga houve alteracao no controle motor do inseto, com
uma marcada diminucdo na atividade larval, havendo um comportamento nao usual de
desagregacao no meio de cultura, observacdo que poderia ser usada preliminarmente para
considerar a intoxicacao como causa de morte (Alves et al. 2007).

A mortalidade e a dosagem de fenobarbital apresentaram uma relacao diretamente
proporcional, isto &, conforme o aumento na dosagem da droga ministrada as larvas ocorreu
um aumento na mortalidade tanto larval como pupal. Entre a dosagem da droga e o ganho de
massa corporal dos imaturos houve uma relacao inversamente proporcional, o que
comprometeu o desenvolvimento pds-embrionario das trés espécies estudadas nas maiores
concentracoes.

Estudos anteriores também verificaram uma relacao entre o desenvolvimento larval e
a dosagem de droga a qual os imaturos foram expostos (Goff et al. 1997; Bourel et al.1999),
embora nem todos apontem para esse caminho (Goff et al. 1989,1991; Wilson et al. 1993;
Carvalho et al. 2001; O Brien e Turner 2004; Pien et al. 2004), sugerindo que as diferentes
respostas a presenca de drogas no desenvolvimento pos-embrionario de espécies de
califorideos devam estar ligadas as caracteristicas inerentes a sua sistematica, por isso nao
apresentam um padrao estavel de comportamento frente a substancias toxicas e tornando
imprevisivel o resultado da acao da droga sem experimentos prévios em laboratorio.

Em suma, os resultados obtidos mostraram que houve diferenca de horas é até de
dias no tempo de desenvolvimento de ovo a pupa nos imaturos submetidos ao fenobarbital,
indicando que a presenca de uma substancia exdgena como a analisada faz com que haja
uma alteracao importante no padrao de desenvolvimento dos insetos que podem ser usados
em investigacdes forenses para calcular o IPM. Desta forma, este estudo contribui para o
conhecimento do grau de tal interferéncia, visando minimizar erros na estivativa do IPM

quando baseado no padrao de desenvolvimento normal de C. albiceps, C. megacephala e C.
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putoria, a qual pode ser expresivamente diferente do tempo real de morte quando as
espécies sao expostas a este barbiturico.

A informacao toxicoldgica combinada com dados entomoldgicos, do local da cena
ciminal e da necropsia sao essenciais para determinar a causa da morte e auxiliar na
estimativa do IPM. Assim, sugerimos que a analise toxicoldgica deva ser feita
indispensavelmente tanto no material cadavérico, como nas amostras de larvas e puparios de
insetos coletados junto ao corpo e nao apenas em um tipo de substrato, para que possiveis

erros no calculo do IPM sejam minimizados.
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CAPITULO Il

EFEITO DO TIOPENTAL NO DESENVOLVIMENTO DE TRES ESPECIES DO GENERO Chrysomya
(DIPTERA: CALIPHORIDAE) E SUA IMPORTANCIA PARA A ESTIMATIVA DO INTERVALO POS-

MORTE

INTRODUCAO

Drogas e substancias toxicas podem afetar a taxa de desenvolvimento e o
metabolismo de insetos necrofagos, quando estes se alimentam de tecidos de cadaveres que
tenham morrido em decorréncia do seu uso e abuso (Introna et al. 2001). A investigacao
desses efeitos deve ser levada em conta, ja que pode gerar dados imprecisos sobre a sua
idade, prejudicando assim a estimativa do intervalo pds-morte (IPM), quando esta é baseada
no ciclo de vida do inseto.

O tiopental é utilizado principalmente como anestésico em clinica veterinaria.
Classificada como uma droga de curta acao, pode ser usada para procedimentos mais simples
tais como observacao de fraturas e radiografias, entre outros. O tiopental, comercialmente
conhecido como Thiopentax® é administrado sob forma injetéavel intravenosa entre 10 e 30
mg/kg de massa corporal, dependendo da espécie animal. Deprime a atividade do cortex do
cérebro, tanto na area motora como sensorial. Dosagens relativamente baixas deprimem o
centro respiratorio, podendo induzir a ataques cardiacos. Estima-se que a dose letal - DLsg
via oral é de 500 mg/kg de massa para camundongos (EMEA 2001).

Este trabalho estudou a acao do tiopental no desenvolvimento de trés espécies de
califorideos de interesse forense: Chrysomya albiceps (Wiedemann), Chrysomya
megacephala (Fabricius) e Chrysomya putoria (Wiedemann), utilizando trés dosagens

diferentes.
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MATERIAL E METODOS

Considerando a DLsy para camundongos via oral como 500 mg/kg (EMEA 2001), o
tiopental foi fornecido para os imaturos junto a dieta artificial nas seguintes dosagens: 0,5 x
DLsg, DLsg € 2 x DLso.

As espécies estudadas, formas de obtencao dos exemplares, parametros bioldgicos,
analises toxicologica e estatistica estao descritas em Material e Métodos do Capitulo I.

Para a elaboracao das tabelas foram utilizados os dados da massa corporal das larvas

obtidos em mg (Anexos 13 a 24 ).

RESULTADOS

O tiopental afetou significativamente o ganho de massa larval nas trés dosagens
testadas de Chrysomya megacephala (F = 1154,20; p < 0,0001), C. putoria (F = 80,71; p <
0,0001) e C. albiceps (F = 925,14; p < 0,0001). As curvas do tempo de desenvolvimento larval
das trés espécies testadas com trés dosagens diferentes de tiopental podem ser observadas
na Fig. 2.1.

O desenvolvimento das larvas de C. megacephala foi comprometido na dose
supraletal de tiopental, apresentando um ganho de massa corporal significativamente
inferior ao restante dos grupos (o=5%), o que levou a 100% de mortalidade no terceiro
estadio larval as 96 h do tempo de desenvolvimento. O grupo de imaturos submetidos a dose
letal também ndo completou seu desenvolvimento até o estadio de pupa, ocorrendo 100% de
mortalidade no terceiro estadio larval (Fig. 2.1). O grupo submetido a dose subletal de
tiopental teve um ganho de massa proximo ao grupo DLsy atingindo o estadio de pupa, nao
entanto a sobrevivéncia das pupas foi de somente 34%. O grupo controle sempre foi
significativamente diferente dos outros grupos, exceto as 120 h onde a média da massa
corporal nao foi diferente do grupo submetido a dosagem subletal (Tabelas 2.1 e 2.2).

Chrysomya putoria atingiu o estadio de pupa quando submetida a todas as dosagens
de tiopental avaliadas (Fig. 2.1). Nas larvas submetidas as dosagens maiores da droga o

tempo de desenvolvimento foi mais lento, quando comparado ao grupo controle, atingindo o
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estadio de pupa somente as 192 h de desenvolvimento, 48 h apds o mesmo ter ocorrido no
grupo controle e no grupo com a dose subletal (Tabela 2.3).

A taxa de sobrevivéncia dos grupos de C. putoria submetidos as doses supraletal e
letal foi baixa, 12 e 40% respectivamente. O grupo com a dose subletal da droga apresentou
o mesmo tempo de desenvolvimento do grupo controle, porém viram-se afetadas a taxa de
sobrevivéncia (65,3%) e o intervalo de emergéncia, ocorrendo 36 h apds o grupo controle ter
atingido o estagio adulto (Tabelas 2.1 e 2.3).

Somente as larvas submetidas a dose supraletal de tiopental de C. albiceps tiveram
100% de mortalidade ainda no terceiro estadio larval em 144 h, com ganho de massa corporal
significativamente mais baixo (a=5%). C. albiceps foi a espécie menos comprometida quando
tratada com diferentes dosagens da droga (Fig. 2.1), visto que os grupos das doses letal e
subletal atingiram o estadio de pupa e conseguiram uma sobrevivéncia bastante alta na fase
adulta, de 86,7 e 65,3% respectivamente. O grupo desenvolvido na dose subletal teve uma
sobrevivéncia maior e o intervalo de emergéncia foi idéntico ao do grupo controle (Tabelas
2.1e2.4).

0O tempo de desenvolvimento de ovo a pupa sob o efeito do tiopental foi maior ou
igual aquele do grupo controle para as trés espécies estudadas. Para C. putoria e C. albiceps
na dosagem subletal esse tempo foi igual ao grupo controle, mas nao para C. megacephala,
que retardou o tempo para atingir o estadio de pupa em 12 h. Para C. putoria houve um
aumento de 48 h na dosagens letal e supraletal da droga e para C. albiceps o grupo
submetido a DLsg completou o tempo de desenvolvimento até pupa somente 36 h apos o
mesmo ter acontecido no grupo controle (Tabela 2.1).

0 intervalo de emergéncia foi superior em 36 h para os grupos subletal e supraletal
de C. putoria quando comparado ao grupo controle, nesta mesma espécie o grupo submetido
a dosagem letal teve um aumento de 12 h com o grupo controle para atingir o estagio
adulto. Nos imaturos de C. albiceps a dose letal de tiopental teve o efeito de aumentar em
24 h o intervalo de emergéncia, enquanto que na menor dosagem nao houve diferenca com o

grupo controle no intevalo de emergéncia. O Unico grupo que atingiu o estagio adulto em C.
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megacaphala foi aquele com a dosagem menor de tiopental com um retraso de 8 h quando

comparado ao grupo controle (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 Tempo de desenvolvimento de ovo a pupa e intervalo de emergéncia (h), taxa de
sobrevivéncia e de emergéncia de adultos (%), das trés espécies de Chrysomya em

diferentes dosagens de tiopental (mg/kg) em relacao ao grupo controle (n = 150).

Emergéncia de

Tempo de Intervalo de  Taxa de adultos (%)

Espécie Grupo ovoa emergéncia sobrevivéncia
pupa (h) (h) de pupas (%) Machos Fémeas
Controle 120 120 70,7 34,4 28,0
C. megacephala 0,5 x DLsg 132 128 34,0 16,7 14,0
DL50 --1 - - -- -
2 x DLso - -- -- -- --
Controle 144 84 70,0 28,7 34,7
C. putoria 0,5 x DLsg 144 120 65,3 24,0 22,7
DL50 192 96 40,0 11,3 14,0
2 x DLsg 192 120 12,0 3,3 4,7
Controle 144 96 77,3 26,7 38,7
C. albiceps 0,5 x DLsg 144 96 97,3 22,0 64,7
DLs 180 120 44,0 3,30 16,7
2 x DL50 -1 -- -- -- --

1100% de mortalidade no terceiro estadio larval
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Tabela 2.2 Média da massa corporal (mg) e tempo de desenvolvimento (h) de imaturos de

Chrysomya megacephala em diferentes dosagens de tiopental em relacao ao grupo controle

(x +dp).

Tempo Controle 0,5 x DL 5 DL 5 2 x DL 5
12 0,3:0,01(B)" 0,3:0,01(C) 03:0,01(A)  0,2+0,01 (D)
24 09:0,15(A) 0,7+0,12(BC)  0,8+0,20 (B) 0,6 + 0,11 (C)
36 4,4+ 0,85 (A) 2,4+ 0,24 (B) 2,5+ 0,41 (B) 1,8 + 0,31 (C)
48 8,4+ 0,60 (A) 4,8 + 0,62 (B) 4,5+ 0,94 (B) 3,8+ 0,96 (C)
60  199+3,73%2(A) 9,7+1,312(B)  7,7+0,98 (C) 6,2 + 0,51 (D)
72 32,6+5,25(A) 143:4,64(B) 54+1,06(C) 7,1+1,592(D)
84 54,7+7,22 (A)  35,3+5,11(B) 30,7+5,922(B) 12,1+ 1,09 (C)
96  490:2,45*(A) 42,4:+6,54(B) 32,1+2,19%(C) 14,5+ 3,70° (D)
108 494:+:545(B) 56,6 +7,49 (A)

120 41,6+ 4,86°(A) 42,7 + 6,94° (A)
132

39,9 + 4,64°

' Para uma mesma linha, médias com letras iguais nao sao significativamente diferentes entre si,
pelo Teste de Duncan (a=5%); % Terceiro estadio larval; 3 100% de mortalidade no terceiro estadio

larval; *Pré-pupa; ° Estadio de pupa
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Tabela 2.3 Média da massa corporal (mg) e tempo de desenvolvimento (h) de imaturos de

Chrysomya putoria em diferentes dosagens de tiopental em relacao ao grupo controle (}

+

dp).
Tempo Controle 0,5 x DL 5 DL 5 2 x DL 50
12 0,2 + 0,01 (A)’ 0,2 + 0,01 (A) 0,2 + 0,01 (A) 0,2 + 0,01 (A)
24 0,4 + 0,10 (B) 0,6 + 0,01 (AB) 0,7 £+ 0,12 (A) 0,4 + 0,01 (B)
36 1,4+ 0,21 (A) 1,4 0,42 (A) 1,4 £ 0,23 (A) 0,8 + 0,01 (B)
48 4,5 £ 0,39 (A) 3,8 + 0,64 (B) 4,2 + 0,42 (AB) 2,1 £0,55 (C)
60 8,8 + 2,47 2(A) 7,3+ 1,87 2(A) 5,2 + 0,65 2(B) 4,3 +0,70 (B)
72 15,4 + 1,51 (A) 9,7 +2,12 (B) 16,6 + 1,52 (A) 5,8 + 1,56 2(C)
84 28,8 + 2,81 (A) 20,5 + 5,01 (B) 25,5 + 2,98 (A) 9,1+ 1,83 (C)
96 31,5 + 5,48 BA 38,3+ 7,36 (A) 28,5 + 3,40 (B) 10,3 + 4,31 (C)
108 42,3 + 3,79 (A) 44,9 + 3,13 (A) 39,2 + 4,19 (A) 17,3 £ 6,50 (B)
120 27,9+9,783(BC) 33,6 +2,50° (AB) 42,7 £ 5,18 (A) 21,2 + 6,65 (C)
132 36,7 + 8,85 (B) 44,4 + 2,35 (A) 39,9 + 6,77 (AB) 23,6 + 6,47 (C)
144 41,9 £5,76* (A) 40,7 £3,06% (A) 41,4 + 5,83 (A) 21,7 + 4,81 (B)
156 40,6 + 4,67 (A) 28,8 + 4,71 (B)
168 37,2+3,78%(A) 25,9 +6,06° (B)
180 35,4 + 1,92 (A) 23,6 + 4,68 (B)
192 24,8 + 3,024 (A) 14,3 + 4,27* (B)

' Para uma mesma linha, médias com letras iguais ndo sao significativamente diferentes entre si, pelo
Teste de Duncan (a=5%);  Terceiro estadio larval; 3 Pré-pupa;* Estadio de pupa
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Tabela 2.4 Média da massa corporal (mg) e tempo de desenvolvimento (h) de imaturos de

Chrysomya albiceps em diferentes dosagens de tiopental em relacao ao grupo controle (;

+

dp).

Tempo Controle 0,5 x DL 5 DL 59 2 x DL 50
12 0,2+ 0,01 (A)’ 0,2 + 0,01 (B) 0,1 + 0,01 (BC) 0,1+ 0,01 (C)
24 0,6 + 0,01 (A) 0,5 + 0,01 (B) 0,4 + 0,01 (C) 0,3 + 0,01 (D)
36 1,8 £ 0,29 (A) 1,3 10,38 (A) 1,0 £ 0,01 (B) 0,4 + 0,01 (B)
48 4,7 £ 0,39 (A) 3,9 + 0,59 (B) 2,0 £ 0,33 (C) 1,6 + 0,8 (D)
60 11,5 £ 1,93 2(A) 7,6 + 0,85 % (B) 4,3 +1,04 (C) 2,3 +0,63 (D)
72 17,5 + 2,45 (A) 15,5 + 1,02 (A) 6,9 + 1,58 2(B) 3,6 + 0,75 (C)
84 30,9 + 2,08 (A) 26,5 + 2,16 (B) 14,6 + 3,10 (C) 3,9+ 1,19 2(D)
96 42,8 + 4,03 (A) 33,1+ 5,30 (B) 18,5 + 3,56 (C) 3,0+ 0,68 (D)
108 38,4 = 12,66 (A) 42,3 + 4,31 (A) 24,4 + 4,56 (B) 3,2+ 0,65 (C)
120 38,1 + 6,40 (B) 47,7 + 4,93 (A) 28,9 + 3,26 (C) 3,8+0,9 (D)
132 63,8+ 11,30°(A) 57,7 10,59 * (A) 30,3 + 4,06 (B) 14,4 + 5,46 (C)
144 52,7 + 8,71 % (A) 57,5+ 11,20 * (A) 37,7 + 5,37 (B) 15,4 + 6,52 ° (C)
156 35,8 + 4,523
168 25,2 + 1,78
180 22,9 + 6,144

' Para uma mesma linha, médias com letras iguais nao sao significativamente diferentes entre si, pelo Teste

de Duncan (a=

estadio larval

5%); 2 Terceiro estadio larval; 3 Pré-pupa; * Estadio de pupa; ° 100% de mortalidade no terceiro
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Fig. 2.1 Curvas de desenvolvimento (h) de larvas de Chrysomya megacephala (A), Chrysomya

putoria (B) e Chrysomya albiceps (C) submetidas a diferentes dosagens de tiopental.
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DISCUSSAO

Conforme os resultados obtidos da pesagem de larvas em diferentes intervalos de
tempo, pode-se afirmar, de modo geral, que o tiopental influenciou o ganho de massa
corporal e o crescimento das larvas independentemente da espécie. A diminuicao no ganho
de massa corporal provavelmente deveu-se ao fato da droga reduzir a atividade larval e,
conseqiientemente os imaturos se alimentaram menos limitando assim seu crescimento. Tal
comportamento provavelmente esta relacionado com a resposta metabdlica dos insetos na
bioacumulacao da droga que ocorreu durante todo o ciclo de vida dos espécimes estudados,
visto seu efeito no crescimento larval, pupariacao, sobrevivéncia e emergéncia dos adultos.

As larvas expostas ao tiopental se desenvolveram e cresceram mais lentamente e, por
isso, também empuparam e emergiram depois daquelas do grupo controle, afetando assim o
tempo de pupariacao e emergéncia dos adultos. A droga é o principal fator na influéncia da
taxa de mortalidade, embora a resposta a alteracao dos parametros bioldgicos avaliados
tenha variado conforme a espécie.

No que diz respeito ao tempo de desenvolvimento, o ganho de massa corpérea dos
imaturos e a sobrevivéncia das pupas foi observado que os espécimes de C. putoria foram os
menos afetados, tendo sido observado o contrario para imaturos de C. megacephala, os quais
foram mais afetados. Estes resultados sugerem que as larvas de C. putoria demoram mais
para incorporar a droga ou que sao mais resistentes aos efeitos do tiopental do que C.
megacephala que apresentou uma maior susceptibilidade.

Chrysomya albiceps apresentou maior sobrevivéncia na menor dosagem de tiopental,
com tempo de desenvolvimento e intervalo de emergéncia iguais ao grupo controle. O
mesmo aconteceu em experimentos realizados com Boettcherisca peregrina (Diptera:
Sarcophagidae) nos quais a sobrevivéncia de pupas que se alimentaram em tecido contendo
cocaina ou heroina foi igual ou superior a do grupo controle, sem ser afetada pela presenca
ou pela concentracao da droga (Goff et al. 1989, 1991). Este fato pode ser explicado devido
as larvas serem capazes de eliminar eficientemente varias substancias toxicas através dos

tubulos de Malpighi durante seu desenvolvimento e se isto ocorre antes da pupariacao, as
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pupas podem ndo ser afetadas pela presenca da droga na fonte alimentar das larvas
(Nourteva e Nuorteva 1982; Wilson et al. 1993).

Nas dosagens maiores da droga houve alteracao no controle motor do inseto, com
uma marcada diminu¢ao na atividade larval, havendo um comportamento nao usual de
desagregacao no meio de cultura, observacao que poderia ser usada preliminarmente para
considerar a intoxicacao como causa de morte (Alves et al. 2007).

A mortalidade e a dosagem de tiopental apresentaram uma relacao diretamente
proporcional, isto €, conforme o aumento na dosagem da droga ministrada as larvas ocorreu
um aumento na mortalidade tanto larval como pupal. Entre a dosagem da droga e o ganho de
massa corporal dos imaturos houve uma relacao inversamente proporcional, o que
comprometeu o desenvolvimento pds-embrionario das trés espécies estudadas nas maiores
concentracoes.

Estudos anteriores também verificaram uma relacdo entre o desenvolvimento larval e
a dosagem de droga a qual os imaturos foram expostos (Goff et al. 1997; Bourel et al.1999),
embora nem todos apontem para esse caminho (Goff et al. 1989,1991; Wilson et al. 1993;
Carvalho et al. 2001; O Brien e Turner 2004; Pien et al. 2004), sugerindo que as diferentes
respostas a presenca de drogas no desenvolvimento pods-embrionario de espécies de
califorideos devam estar ligadas as caracteristicas inerentes a sua sistematica, por isso nao
apresentam um padrao estavel de comportamento frente a substancias toxicas e tornando
imprevisivel o resultado da acao da droga sem experimentos prévios em laboratorio.

Em suma, os resultados obtidos mostraram que houve diferenca de horas € até de
dias no tempo de desenvolvimento de ovo a pupa nos imaturos submetidos ao tiopental,
indicando que a presenca de uma substancia exdgena como a analisada faz com que haja
uma alteracao importante no padrao de desenvolvimento dos insetos que podem ser usados
em investigacoes forenses para calcular o IPM. Por exemplo, nas dosagens maiores em C.
putoria ocorreu um retardamento de dois dias e na dosagem letal para C. albiceps de um dia
e meio no desenvolvimento total dos imaturos. Desta forma, este estudo contribui para o

conhecimento do grau de tal interferéncia, visando minimizar erros na estivativa do IPM
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quando baseado no padrao de desenvolvimento normal de C. albiceps, C. megacephala e C.
putoria, a qual pode ser expresivamente diferente do tempo real de morte quando as
espécies sao expostas a substancias toxicas.

Estes resultados tém uma importante implicacao para a estimativa do IPM feita
através de técnicas entomologicas nos casos envolvendo tiopental. Em primeiro lugar porque
se uma pessoa fez uso da droga antes de sua morte, acidental ou intencional, a substancia
ou seus metabolitos estara presente no organismo e a probabilidade de ingestao pelas larvas
é alta. Em segundo lugar, para a estimativa do IPM muitas vezes até os minutos sao
importantes e o que se verifica aqui € uma diferenca de dias para os imaturos atingirem o
estadio de pupa, como também foi observado por Carvalho (2001).

Embora estudos de entomotoxicologia tenham sido feitos com poucas espécies de
moscas, € possivel assumir que variacoes similares também ocorram para as demais espécies
de Diptera que se alimentem em tecidos contendo barbituricos. Fica evidente a necessidade
de estudos com outras espécies de interesse forense e outras drogas licitas ou nao, de uso
freqliente ou continuo e de seus metabdlitos, em diferentes dosagens com a finalidade de

construir um banco de dados que possa auxiliar investigacoes criminais.
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CAPITULO llI

AVALIACAO DA TAXA DE DESENVOLVIMENTO DE Chrysomya albiceps e Chrysomya
megacephala (DIPTERA: CALLIPHORIDAE) CRIADAS EM DIETA ARTIFICIAL ACRESCIDA DE

TECIDO ANIMAL PARA USO FORENSE

INTRODUGCAO

As dietas artificiais para a criacao e a manutencao de insetos em laboratorio tém
aplicacoes tanto na pesquisa basica como aplicada. Na literatura sao encontrados diferentes
tipos de dietas artificiais para mais de 1300 espécies de insetos, sendo que mais de 200
referem-se somente a criacao de dipteros de importancia agricola (Singh e Moore 1985).

As principais vantagens do uso de dietas artificiais sao a uniformidade nutricional no
meio de cultura, a uniformidade bioldgica no desenvolvimento do inseto, a possibilidade de
manutencao de varias geracdes e a diminuicao do risco de contaminacdo por organismos
entomopatogénicos (Parra 1990). Apesar disso, o numero de trabalhos destacando o
desenvolvimento e aperfeicoamento delas € pequeno, principalmente para alguns grupos de
insetos que apresentam uma dificuldade natural para serem mantidos em criacao no
laboratodrio (D'Almeida e Oliveira 2002).

As espécies Chrysomya albiceps (Wiedemann) e Chrysomya megacephala (Fabricius)
(Diptera: Calliphoridae), conhecidas popularmente como varejeiras, foram introduzidas no
Brasil a partir da década de 70 (Guimaraes et al. 1978), espalhando-sem rapidamente por
todo o territdrio brasileiro e o continente americano devido a sua consideravel habilidade de
dispersao e adaptacao (Baumgartner e Greenberg 1984). Estas espécies se criam e se
alimentam em fezes e carcacas em decomposicao (Greenberg 1971, 1973), tornando-sem
potencialmente vetores de virus e patdgenos entéricos, que aliado ao alto grau de
sinantropia, as coloca como importantes para a saude publica uma vez que estao associadas
a doencas e quadros de miiases (Guimaraes et al. 1979). Em diversos levantamentos feitos na

regiao de Campinas, SP, utilizando como iscas carcacas de animais (Mendes e Linhares 1993;
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Souza 1998; Carvalho et al. 2004) e em coletas em cadaveres no Instituto Médico Legal
(Carvalho et al. 2000), estas foram as espécies que mais se destacarama entre os dipteros
coletados, pela grande abundancia e freqiiéncia com que explora este tipo de recurso.
Também tem sido observado que estas espécies pertencem a um dos primeiros grupos de
insetos a colonizar os corpos nos primeiros estagios de decomposicao (Thyssen e Carvalho -
comunicacao pessoal), demonstrando o seu potencial para uso como vestigio dentro das
pecas periciais. Chrysomya megacephala tem a capacidade de se criar em diferentes
substratos o qual torna possivel seu desenvolvimento de dietas artificiais, mas C. albiceps é
caracterizada como especialista devido ao fato de utilizar apenas um tipo de substrato para
criacao de suas larvas, neste caso, material de origem animal em decomposicao (Zumpt
1965).

Na maioria das vezes, pela dificuldade de adaptacao desta espécie a uma dieta
artificial e também pela inexisténcia de um meio universal que possibilite a manutencao da
maioria dos necrdofagos coletados em corpos em decomposicao com o fim de se investigar o
tempo ou a causa do obito em casos de crimes violentos, por exemplo, somente a carne pura
acaba sendo escolhida para utilizacao como substrato de criacao e desenvolvimento dos
imaturos. Um dos grandes problemas observados em relacao a esta questao € o odor
caracteristico de matéria organica em decomposicao, bastante desagradavel no local em que
as amostras sao depositadas, no decorrer dos dias, além do aumento de possivel
contaminacao secundaria por insetos atraidos a estes recintos.

A Entomotoxicologia, uma area recente dentro da Entomologia Forense, vem
mostrando que substancias toxicas podem afetar a taxa de desenvolvimento de insetos
necrofagos, uma vez que ao se alimentar dos tecidos introduzem as toxinas no seu
metabolismo (Introna et al. 2001). Desse modo, a investigacao dos efeitos causados por
certas substancias no desenvolvimento dos insetos deve ser levada em conta ja que, gerando
dados imprecisos sobre a sua idade, podem prejudicar a estimativa do intervalo pos-morte

(IPM), quando esta é baseada no aspecto bioldgico, ou seja, no tempo de desenvolvimento.
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Nao ha divida que testes preliminares sao cruciais para investigar e quantificar estes
efeitos assim como também a criacao de um banco de dados que possa ser util na pratica
forense. A contribuicao da dieta artificial, em particular neste caso, decorre da melhor
uniformidade obtida para a adicao de drogas, por possibilitar a sobrevivéncia de moscas
necréfagas em laboratodrio, e por dispensar o uso de cobaias que tém um custo elevado em
pesquisa basica.

Assim, o presente estudo avaliou a taxa de desenvolvimento pds-embrionario das
espécies C. albiceps e C. megacephala quando criadas em dietas artificiais adicionando em
cada preparagao um tipo de tecido animal (figado, rimen e musculo bovinos ou coracao de
frango), as quais foram oferecidas como fonte exclusiva de alimentacdao. Tendo como
objetivo desenvolver e aperfeicoar uma nova dieta artificial para criacao de dipteros
necréfagos de importancia forense em laboratorio, visando obter uma melhor uniformidade

para adicao de substancias téxicas e tornar mais eficiente a criacao e os testes biologicos.
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MATERIAL E METODOS
Obtencédo dos exemplares para o estudo.

A coleta dos espécimes adultos foi feita em ambiente urbano no municipio de
Campinas, SP, usando armadilhas apropriadas (Moretti et al. 2008), as quais continham como
iscas figado bovino, peixe e visceras de frango, expostas no ambiente num periodo de 24 h.
Apos a coleta, os espécimes coletados foram encaminhados ao laboratdrio de Entomologia do
Departamento de Parasitologia da UNICAMP, onde foram anestesiados durante 90 seg a -20°C
para permitir sua identificacao com o uso de chave dicotomica (Dear 1985).

Apos a identificacdao, os exemplares foram transferidos para gaiolas plasticas
transparentes (30 x 30 x 50 cm), mantidos em sala climatizada sob temperatura controlada
de 27 + 1°C, fotofase de 12 h e 70 + 10% de UR, onde os insetos adultos foram alimentados
com solucao acucarada, além do oferecimento de figado bovino cru para maturacao de seus
foliculos ovarianos. Para obtencao dos ovos foram colocados aproximadamente 50 g de carne
bovina moida crua. Os ovos foram retirados da carne cuidadosamente, com uso de pincel
fino, contados sob estereomicroscopio e depositados sobre os diferentes tipos de dietas
contidas em frascos plasticos transparentes, devidamente etiquetados e identificados.
Descricédo das dietas e montagem do experimento.

Foram testados cinco tipos de dietas, com e sem acréscimo de tecidos animais,
comparando a eficiéncia de cada uma para o desenvolvimento dos imaturos em relacdo a um
grupo controle, mantido somente em carne. A composicao basica para o preparo de todas as
dietas pode ser encontrada na Tabela 3.1 O preparo consiste em misturar o tecido animal a
uma parte da agua destilada até a completa homogeneizacao, sendo depois acrescidos os
demais componentes basicos a mistura, exceto o agar-agar. Secundariamente, o agar deve
ser preparado com 330 ml de agua levando ao fogo até proximo a fervura. Apds isto, o agar
preparado a aproximadamente 50°C, deve ser misturado aos demais componentes
homogeneizando o meio pela ultima vez. As dietas podem ser utilizadas apds 30 min de
preparo, ou entao aproveitadas quando mantidas sob refrigeracao, por até no maximo cinco

dias.
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Os testes foram realizados com 300 ovos, mantendo uma proporcao de 1 g de
alimento para cada ovo/larva e divididos em duas réplicas. Todos os imaturos foram
mantidos em camara de germinacao modelo Fanem® 387 sob temperatura controlada de 25
+ 1°C, fotofase de 12 h e 70 + 10% de UR.

Parametros biolégicos.

A eficiéncia de cada dieta foi observada levando-se em conta o ganho de massa dos
imaturos (mg), o tempo de desenvolvimento larval (h), a percentagem de pupas e de adultos
obtidos (%), o intervalo de emergéncia (h) e o tamanho dos adultos.

Para mensurar o ganho de massa foi usada uma balanca analitica modelo Scientech®
SA 210. Antes da pesagem, todos os espécimes foram lavados com agua destilada para
remover os residuos da dieta e secos em papel filtro. A cada 12 h apds a eclosao e
perdurando até a pupariacao, 10 espécimes eram retirados, pesados individualmente sem
reposicao da amostra, selecionando os de maior tamanho para garantir uniformidade na
mensuracao.

Analise estatistica.

Para testar a ocorréncia de diferenca entre as médias observadas para um dos
parametros biologicos observados para cada tipo de dieta foi realizada analise de variancia
de um fator. As médias foram comparadas pelo teste de comparacdes multiplas de Duncan,
com taxa global de erro (o) de 5%. Tal analise foi feita utilizando o procedimento PROC GLM

do pacote estatistico SAS® (SAS Inc. 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

0 grupo controle teve a maior eficiéncia no desenvolvimento das duas espécies (Fig.
3.1 e Tabelas 3.2 e 3.3), conforme o observado por D’Almeida et al. (2000) ja que em
condi¢Oes naturais, o desenvolvimento pos-embrionario ocorre em substrato rico em proteina
animal como carcacas de animais em decomposicao.

No grupo dos imaturos C. albiceps alimentados na dieta D5, sem acréscimo de tecido
animal, houve 100% de mortalidade as 144 h de desenvolvimento, ainda no inicio do terceiro
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estadio larval (Tabela 3.2). Em testes preliminares a dieta proposta por Leal et al. (1982), ja
tinha se mostrado deficiente para a criacao e manutencao de C. albiceps em condicbes de
laboratorio, tendo em vista as altas taxas de mortalidade de espécimes ainda na fase inicial
de desenvolvimento (primeiro e segundo estadio larval). Isto sugere que os ingredientes
dessa dieta sao insuficientes e/ou inadequados para o completo desenvolvimento pos-
embrionario desta espécie (Souza 1998).

As dietas de D1, D2, D3 e D4 nao restringiram o desenvolvimento larval de C. albiceps
até a pupariacao, sendo que a maioria dos espécimes (Tabela 3.2) atingiu uma massa
corporal na fase de pré-pupa superior ao peso minimo necessario (42 mg) para a emergéncia
de adultos como foi observado por Queiroz e Milward-de-Azevedo (1991).

O alto ganho de massa corporea dos espécimes de C. albiceps alimentados com as
dietas D1 e D2 em relacao aos demais pode ser devido ao acréscimo de figado e musculo
bovino, respectivamente, os quais contém proteina animal com um alto valor nutritivo,
suplementando as proteinas ja presentes no leite em pd. Porém, o figado participa na
filtracao de impurezas e diversas toxinas transportadas via sanguinea no bovino, além de ter
uma alta quantidade de lipidios, glicidios, proteinas, vitaminas e hormonios as quais podem
ter afetado mais tardiamente a taxa de sobrevivéncia dos adultos (50%), como foi observado
neste trabalho (Tabelas 3.2 e 3.4).

O mdusculo bovino, acrescido a dieta D2, nao apresenta as mesmas desvantagens
citadas acima para o figado. Contudo, devido a gordura presente na carne foi dificil obter
uma boa homogeneizacao no preparo da dieta, o que dificultaria a sua utilizacao para
bioensaios, em particular na area de entomotoxicologia, que necessita um padrao de
substrato uniforme para a adicdo de drogas ou quaisquer outras substancias a serem
testadas, possibilitando assim a obtencao de resultados confiaveis.

O prolongamento da fase larval para também C. albiceps sugere que a falta de
uniformidade da dieta tenha feito com que os imaturos precisassem de um tempo maior para
procurar o alimento que lhe garantiria uma massa corpdrea minima para atingir o estadio de

pupa e, subseqiientemente, a fase adulta. Logo, tal gasto energético pode ter contribuido
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para a baixa taxa de sobrevivéncia (34%) observada (Fig. 3.1 e Tabelas 3.2 e 3.4), a qual
torna a dieta inapropriada para a criacao e manutencao de colonias em laboratorio.

Todos os imaturos de C. megacephala conseguiram completar seu desenvolvimento
nas cinco dietas testadas (Tabela 3.3). Somente espécimes alimentados com a dieta D3
apresentaram um intervalo de emergéncia maior (120 h) que os demais grupos (em média,
aproximadamente, de 97 h), sugerindo que um maior tempo de desenvolvimento até o
estagio adulto possa estar ligado a insuficiéncia nutricional devido ao tipo ou qualidade de
proteina presente no rumen ou a alguma substancia que possa ter atuado como inibidora do
metabolismo no estagio imaturo. Isto leva a um maior gasto energético, pois os imaturos
tiveram que ingerir uma maior quantidade de alimento para atingir a fase subseqiiente de
seu desenvolvimento, o que contribuiu também com a baixa taxa de sobrevivéncia (34%)
observada (Tabela 3.5), tornando essa dieta inapropriada para C. megacephala.

Os imaturos alimentados na dieta D4, tanto para C. albiceps como para C.
megacephala mostraram maior eficiéncia nos parametros: taxa de sobrevivéncia e intervalo
de emergéncia (Fig. 3.1 e Tabelas 3.4 e 3.5), sendo este ultimo um dos mais eficazes na
avaliacao das dietas artificiais (D’Almeida et al. 2001).

Com relacdo ao ganho de massa corporal as moscas adultas foram maiores quando
provenientes de pupas mais pesadas, evidenciando assim que a dieta D4 é apropriada para o
desenvolvimento e continuidade da manutencao de colonias das duas espécies estudadas em
laboratorio pois, segundo Lopes (1941), o grau de desenvolvimento ovariano e a fecundidade
sao fatores dependentes sobretudo do tamanho das moscas adultas.

Finalmente, sugerimos que a dieta D4 pode ser utilizada na manutencao de colonias
de dipteros muscoides em laboratério, principalmente califorideos como C. albiceps e C.
megacephala sem ocorrer maior interferéncia no desenvolvimento pos-embrionario.
Enumeramos como vantagens o uso de um unico tipo de dieta para toda manutencao de
califorideos no laboratorio e, adicionalmente, por dispensar o uso de cobaias em analises
toxicoldgicas, diminuindo desse modo o custo da pesquisa e priorizando ao maximo a ética

experimental.
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Tabela 3.1 Composicao para o preparo de 1 kg das dietas artificiais usadas para o

desenvolvimento de imaturos de Chrysomya albiceps e Chrysomya megacephala.

Grupos Tecidos animais crus e quantidade Demais
experimentais | de agua para dissolucao do tecido componentes

300 g de figado bovino

D1 100 g de leite em po
+ 700 ml integral
300 g de musculo bovino moido
D2 100 g de levedo de
+900 ml cerveja em po

200 g de rumen bovino

D3 5 g de caseina
+900 ml
2 g de nipagin
200 g de coracao de frango '
D4 15 g de agar-agar
+ 900 ml

4 g de nipagin °
D5 ? 1000 ml
20 g de agar-agar

" proveniente de aves alimentadas sem horménios; 2 proposta por Leal et al. 1982; 3 a
quantidade dos demais componentes é semelhante a usada para as outras dietas.

51



Tabela 3.2 Média da massa corporal (mg) e tempo de desenvolvimento (h) de imaturos de Chrysomya albiceps (;

dp) em diferentes meios

de criacao.
Tempo C D1 D2 D3 D4 D5

12 0.11 £ 0,01 0.15 + 0,01 0.12 + 0,01 0.08 + 0,01 0.15 + 0,01 0.08 + 0,01
24 0.31 + 0,01 0.29 + 0,01 0.23 + 0,01 0.27 + 0,01 0.32 + 0,01 0.26 + 0,01
36 1.55 + 0.24 0.60 + 0,01 0.47 + 0,01 0.78 £ 0,01 0.83 + 0,01 0.46 + 0,01
48 5.47 + 0.46 1.24+ 0.18 1.60 + 0.11 2.35+£0.26 2.37 £ 0.31 0.68 + 0.19
60 16.13 £ 3.24 3.52 + 0.69 3.05 £ 0.45 5.13+0.48 5.56 +0.36 0.82 +0.24
72 44.32 + 6.13 5.29 + 0.74 5.73 + 0.77 8.11+0.54" 8.21:0.78 1.21+0.18
84 64.22 +5.93 7.87+1.50" 6.19 + 0.87 17.76 + 2.14 23.63 +2.88 2.20 +1.10
96 75.74 + 4.56 13.25 + 1.89 9.13+1.84 24.22 +2.14 31.11 £ 3.45 2.51 £ 0.99
108 78.57 + 4.77 26.97 + 7.16 12.54 + 3.53 41.16 + 6.04 42.43 +4.70 3.77 £ 1.40
120 84.95:+10.222(C)° 35.94+5.76 40.70 + 6.49 49.45 + 4.12 47.17 + 4.26 3.85+0.99 '
132 65.02 + 4.35 3 61.91 + 5.28 60.72 + 6.24 55.36 +5.06 54.71 £ 4.89 4.77 + 1.46
144 69.75 + 6.30 68.38 + 6.11 64.49 +2.42 58.81 + 4.21 5.77 +2.15*
156 71.44 1+ 9.50 70.76 + 8.91  65.60 £5.52 2 (A) 61.14 + 4.62 > (A)
168 61.86 + 5.30% (A) 69.83 + 7.952 (B) 64.98 + 3.67 59.43 + 5.87
180 54.65 + 5.30 3 67.93 + 8.78 60.62 + 5.96 56.75 + 6.64
192 55.85 + 3.53 3 54.05 + 3.67 53.12 £ 4.45
204 46.82 + 4.16° 39.75 + 4.72 3

! Terceiro estadio larval; z Pré-pupa; 3 Estadio de pupa; 4100% de mortalidade no terceiro estadio larval; > Para uma mesma linha, médias
com letras iguais nao sao significativamente diferentes entre si, pelo Teste de Duncan (« = 5%).
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Tabela 3.3 Média da massa corporal (mg) e tempo de desenvolvimento (h) de imaturos de Chrysomya megacephala (; + dp) em diferentes

meios de criacao.

Tempo C D1 D2 D3 D4 D5
12 0,27 + 0,01 0,27 + 0,01 0,15 + 0,01 0,12 + 0,01 0,12 + 0,01 0,25 + 0,01
24 0,92 + 0,04 0,88 + 0,09 0,91 + 0,10 0,75 + 0,01 0,80 + 0,01 0,76 + 0,12
36 6,60 + 1,39 3,10 + 0,67 2,84+ 0,83 2,43+ 0,33 3,30 + 0,70 2,35 + 0,24
48 21,97 + 4,09 8,60 + 1,40 13,27 £ 1,39 8,00 + 0,26 11,00 + 0,60 7,11 £ 1,29
60 56,77 + 4,96 26,93 + 4,90 39,24 + 4,32 27,24 + 1,24 36,98 + 5,05 25,69 + 4,21
72 70,7 + 3,99 49,31 + 8,46 65,51 + 4,22 56,19 + 2,67 57,55 + 4,74 48,14 + 5,49
84 75,6 + 3,29 67,37 +4,39 67,85 + 5,04 75,76 + 5,27 79,08 + 3,18 66,40 + 8,07
96 71,02 + 7,342 59,38 + 5,182 66,44 + 3,87 79,92 + 4,38 74,28 + 4,72 64,40 + 5,912
108 61,03+2,763(B)* 52,61 +4,31°(E) 56,23 +2,34° (C) 76,05 + 3,582 67,70 + 4,32 62,36 + 6,80
120 67,93 + 5,42 55,69 +2,20° (A) 55,54 + 6,58 (D)
132 62,76 + 2,473 (A)°

' Terceiro estadio larval; 2 Pré-pupa; ® Estadio de pupa; * Para uma mesma linha, médias com letras iguais nao sao significativamente

diferentes entre si, pelo Teste de Duncan (o« = 5%).
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Tabela 3.4 Taxa de sobrevivéncia (%) e intervalo de emergéncia (h) de imaturos de

Chrysomya albiceps em diferentes meios de criacao (n = 150).

Emergéncia de adultos (%) Intervalo de

Grupo Pupas (%) — emergéncia
Machos Fémeas (h)
Controle 89,3 62,0 27,3 96
Dieta D1 50,0 34,7 13,3 108
Dieta D2 34,0 21,3 12,0 96
Dieta D3 52,0 31,3 16,6 60
Dieta D4 68,0 26,0 37,3 60

Dieta D5 -

f 100% de mortalidade no terceiro estadio larval.

Tabela 3.5 Taxa de sobrevivéncia (%) e intervalo de emergéncia (h) de imaturos de

Chrysomya megacephala em diferentes meios de criacao (n = 150).

Grupo pupas (%) Emergéncia de adultos (%) ?;Zr:gaélzc?:

Machos Fémeas (h)
Controle 70,0 39,5 29,5 96
Dieta D1 89,0 49,5 39,0 96
Dieta D2 73,5 35,0 39,0 96
Dieta D3 34,0 18,0 14,7 120
Dieta D4 91,3 51,3 39,3 108
Dieta D5 81,0 51,0 29,5 92
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Fig. 3.1 Curvas de tempo de desenvolvimento (h) versus massa corporal (mg) de larvas de
Chrysomya albiceps (A) e Chrysomya megacephala (B) alimentadas em diferentes dietas
artificiais e em carne, desde as primeiras 12 h pos-eclosao até a o fim do terceiro estadio

larval.
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CONCLUSOES GERAIS

2.

3.

Houve retardamento acentuado do desenvolvimento pos-embrionario e marcada
diminuicao no tamanho e ganho de massa corpdrea dos imaturos das trés espécies

estudadas quando expostas as diferentes concentracoes dos barbituricos.

As trés espécies estudadas, apesar de pertencerem a mesma familia (Calliphoridae),
apresentam susceptibilidade ou sensibilidade diferente aos barbituricos avaliados,
isto €, cada espécie reage de maneira diferente a mesma droga e sua concentracao

durante o estagio larval, apresentando padroes de desenvolvimento diferentes.

A mesma espécie quando submetida a drogas diferentes, mesmo que pertencentes a
mesma classe, ndo exibem um padrao estavel de desenvolvimento pos-embrionario e
comportamento, tornando imprevisivel o resultado da acao da droga sem
experimentos prévios em laboratorio. Por isto, é necessario avaliar cada droga em
diferentes dosagens para cada uma das espécies de interesse forense para construcao

de um banco de dados que possa auxiliar as investigacoes criminais.

Os resultados obtidos neste trabalho sao relevantes para a entomologia forense, visto
a alteracao dos processos de desenvolvimento e crescimento das moscas quando
expostas as diferentes concentracoes e drogas, principalmente no que diz respeito a
estimativa do IPM, que pode ser equivocada no caso de somente serem avaliadas as
condicdes do local da cena ciminal e da necropsia. Com isso, a andlise toxicoldgica
deve ser feita tanto do material cadavérico, como das amostras de larvas e puparios
de insetos coletados junto ao corpo, além de levar em conta fatores intrinsecos e
extrinsecos que interagem no processo de desenvolvimento da fauna cadavérica.

Embora esses dados sejam apenas para trés espécies de moscas da familia
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Calliphoridae, pode-se assumir que variacoes semelhantes também existam para

outras espécies que se alimentem em tecidos contendo as drogas utilizadas.

Futuros estudos devem ser feitos para estabelecer como diferentes drogas afetam o
desenvolvimento dos insetos. Isto € necessario para interpretar os dados do ciclo de
vida, visto que a presenca destas drogas no substrato alimentar alteram o tempo de
desenvolvimento das moscas na sua fase imatura, o qual tem como consequéncia

resultados mais acurados na estimativa do IPM.

Com relacdo a dietas artificiais contendo tecido animal avaliadas para o
desenvolvimento pos-embrionario de duas espécies da familia Calliphoridae,
sugerimos que a dieta D4, acrescida de coracao de frango, seja utilizada na
manutencao de colonias de dipteros muscoides em laboratério, principalmente
califorideos como C. albiceps e C. megacephala. Enumeramos como vantagens o uso
de um uUnico tipo de dieta para toda manutencao de califorideos no laboratorio e,
adicionalmente, por dispensar o uso de cobaias em analises toxicologicas, diminuindo
desse modo o custo da pesquisa e priorizando a0 maximo a ética experimental.
Contudo, ainda estao sendo realizados experimentos com outras espécies de moscas,
incluidas aquelas da familia Sarcophagidae, com a finalidade de definir uma dieta

universal para a criacao de dipteros muscéides de importancia forense.
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ANEXOS

1. Massa corporal (mg) & tempo de desenvolvimenta (h) de imaturos

de Chrysomya megacephala na no grupa contrale,

Massa corporal individual (mg)

Tempo 1 2 3 4 5 b 7 B 9 10 TOTAL Media DP  ESTADIO
24 0,7 0,7 0,5 0,4 0,0 0,6 0,8 0,0 0,8 2 h,5 0,61 0,15 "
36 [ 23 | 21 | 34 | 25 | 20 | 20 | 19 | z9 | 24 | 22 [240 [ 240 [ 046 | 20
a8 | 76 | 76 | 72 | 7a | a5 | 79 | 47 | e8| 78| W (Ral1Bf03| 2
60 | 184 | 200 | 17,2 | 23 | 78 | 26 | 181 | 200 | 155 | 237 [2056 (2056 [ 3,62 | 3
77 457 02 W2 ME | 419 455 406 /2 e 407 4004 4004 | 656 3
B4 | €27 | 522 655 644 | 680 680 00 | 67,1 e51 | 51 | 6281 6281 640 3
9% | 659 | 674 608 683 | 60,5 60,9 TIT | 51,3 638 646 |67 6377 601 3
108 | 556 | 57,5 | 50,9 | 652 | 498 47,5 | 57,3 | 436 5,8 | 524 | 5126 53,26 | 6,03  Pré-pupa
120 %05 7.5 430 456 59 459 470 450 415 3,9 4458 (4450 703 Pupa

2. assa corporal (mg) e tempo de desenvolvimento [h) de imaturos

de Chrysomya megacephala na concentracdo 150 mg/ka de fenobarbital,

Massa corporal individual (mg)

Tempo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 TOTAL Média DP  ESTADIO
M | o6 | o6 | 06 | 06 | 08 | 09 |07 | 09 | 0 | o7 [ 70 l070012] 2
i | 25 | 24 | B0 2 [ 2s [ 25 [ Bo [ ed | 4% | 24 29z T231 T 03 2
48 | 68 | 68 | &3 | 72 | 69 | &5 | 68 | 53 | &3 | 68 [e58 [ 658 [ 054 | 20
60 | 188 | 198 14,3 20,8 | 13,5 21,3 19,3 | 229 | 159 19,5 18,1 | 18,61 @ 3,08 30
72 39 398 13,0 395 | 257 42,8 454 | 339 451 434 | 4,7 3747 879 3°
84 | 576 | 655 59,5 614 | 630 568 5064 | 621 | 524 435 5724 (5124 6,70 3°
9 46,8 | B9,0 544 654 | 650 57,9 B8O 697  BRE 481 | 570,0 (57,00 | 6,18 3
108 446 556 555 56,8 84,1 498 467 468 50,8 52,2 | 513,9 [ 51,39 1 427 Pré-pupa
120 497 | 397 434 433 B4 472 424 492 447 438 4550 (4550 0 371 Pupa
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3. thassa corporal [mg) e tempo de desenvolvimento (h) de imaturos

de Chrysomya megacephala na concentracdo 500 mg/kg de fenobarbital,

Massa corporal individual (mg)

Tempo 1 2 3 4 5 6 1 S 9 10 TOTAL Média Dp ESTADID
4 o5 | 06 08 06 | 04 05 05 | 05 | 04 05 | 53 | 05 ] 012 2
36 | 16 | 17 | 21 | 20 | 90 | w7 | 10| 3] 12 ] 11 [1as T149 [ 0,38 2
48 55 68 56 47 | 53 38 32 | 58 45 54 | 506 | 5006 | 104 2
60 | 52 | 133 | 98 | 99 | 32 | 12 | 106 | 117 | 100 | 130 [ o9 [9.79 [ 3,22 2"
72 | 248 [ 199 | 210 | 26 | 269 | 87 | 1000 | 122 | 231 | 27,3 [ 1966 (1966 [ 6,90 3
84 445 | 47,8 459 223 | 355 455 47,3 480 361 9,1 4110 (4110 8,23 30
9 | 446 | 38,0 440 448 | 24,0 400 00 | 405 | 268 41,9 | 3746 (3746 7,70 3
108 342 | 392 362 390 | 390 455 395 | M5 | %5 | 23,7 | %54 3654 565 Pré-pupa
120 | 234 | 200 | 210 | 22,7 | 271 | 249 | 267 | 220 | 226 | 252 [ 2357 [ 2357 2,35 | Pupa

4. Massa corporal [mg) e tempo de desenvolvimento (h] de imaturos

de Chrysomya mesacephala na concentracio 1000 mg/fkg de fenobarbital,

Massa corporal individual

Tempo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 TOTAL Média DP  ESTADIO
4 | o4 | o2 | o7 | o6 | 08 | 04 | 04 | 07 | 02 | 04 | 46 [ 046 [ 0,18 Iz
36 | o9 | 1,0 11 | o8 | 11 | o8 | 11 | 09 | 10 | o8 [ 95 (095 013 2°
43 14 | 30 | 24 | 19 | 14 | 12 15 | o9 | 12 ] 1.9 (168 [ 1,68 [ 0,63 2
60 | 26 | 53 | 29 | 34 | 47 | 29 | 44 | 35 | 1,7 | 31 [ %5 [ 345 [ 1,08 2°
72 32 | 56 | 28 | 49 | 49 | 45 | 3¢ | 50 | 36 | 30 [ 41,0 [ 411 [ 098 Ve
84 95 | 7,0 | 50 | 85 | 84 | 75 | &7 | 44 | &0 | &1 [ 691 | 6,91 [ 1,61 2
9% | 7,7 | &9 | 146 | 128 | 63 | 98 | 52 | 128 | 128 | 59 [ 953 [ 953 [ 346 2
108 158 | 187 18,9 235 | 147 199 1o | 175 | 79 | 50 | 182,0 [ 1520 | 5383 3°
120 | 263 | 127 | 338 | 172 | 169 | 207 | 172 | 18¢ | 209 | 132 [ 1979 (19,79 [ 6,31 3°
132 M4 | 03 W8 197 | 04 M4 478 | 455 380 261 | 44,5 | 3445 | 848 30
144 | 43,2 | 463 | 3,9 82,0 | 497 | 399 50,0 | 395 | 294 5,7 4336 [ 43,36 | 8,10 30
15 42,4 | 35,8 44,2 20,3 | 394 3,2 35 | 463 245 402 [ 3758 3758 7 654 Pré-pupa
168 43,6 | 40,3 | 17,0 3,4 | 3,8 334 289 | 26 370 402 1,2 (34127 751 Pré-pupa
180 266 | 33,8 | 33,5 38,1 | 33 206 266 | M8 30 252 [ 34,5 (3145 460  Pupa
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5. Massa corporal [mg) e tempo de desenvolvimento [h) de imaturos

de Chrysomya putoria no grupa controle, sem adigdo de fenobarbital

Massa corporal individual

Tempo 1 2 3 4 5 6 1 i 9 10 TOTAL Meédia DP  ESTADIO
24 | o6 | 1,0 o9 | 10| o7 | o6 | o8 | o5 | o8| 10 &3 (083017 2
36 46 | 40 43 51 | 41 33 38 | 43 50 49 [ 440 440 T060 2
48 140 | 75 100 0 93 | 89 | 90 106 | &7 73 | 81 935 935 (196 20
60 | 209 | 291 | 285 | 08 | M1 27 | 72 20 195 273 [ ;.81 725817378 3
7 31 M5 47 %01 | 37 M8 78 | /2 17 w9 35 38,15 651 3
B4 w26 4 492 452 | 562 523 61,3 199 497 454 | w062 5062 615 30
9% 47,0 48,9 50,1 51,2 564 405 489 | 554 448 52,2 4954 4956 1 478 Pré-pupa
108 442 475 512 8% | M4 508 447 472 432 525 4700 (47007 575 Pré-pupa
120 445 394 462 314 | 481 394 454 388 299 413 [ 4124 414752 Pupa

6. thassa corporal (mg) & tempo de desenvolvimento [h) de imaturos

de Chrysomya putoria que se desenvolveram na concentragdo 150 mgfkg de fenobarbital,

Massa corporal individual

Tempo 1 1 3 4 5 6 7 8 9 10 TOTAL Média DP  ESTADIO
M4 | o4 | o9 | o7 | o7 | o8 | o6 | 07 | o6 | 07 | o7 | &8 [068] 013 2°
% | 25 | 1,7 | 26 | 19 | 30 | 22 | 29 | 24 | 26 | 20 (249 [249 (050 | 2
48 | 44 | 53 56 T4 | 77 43 49 | 51 | 58 | 47 [ 555 [ 555 107 2
60 | 139 | 135 | 152 | 129 | 149 [ 127 | 168 | 2 | 1o | 9e [mz 1307217 3
7200138 221 245 210 | 194 | 20,3 44 | 193 214 :/e T3 T 3430 3
B4 M3 363 44 291 | 435 M@ 339 | 453 455 480 932 (3932 633 ¥
9% | R00 | a1 438 483 | 478 40,0 | 433 | M4 438 454 (4139 (43397498 3
108 | 440 421 | 364 445 | 51,2 292 | 35 | 540 161 | 20,6 | 396 3696 1256 30
120 | 43,3 47,9 46,8 480 | 470 394 469 | 483 414 40,3 4493 4498 345 ¥
132 440 3189 134 482 | 203 20 438 34 21 440 %52 136527 952 Pré-pupa
144 | 36,9 | 409 | 32,8 | 41,8 | 40,1 | 430 | 33,3 | 331 M2 394 22 (3122 432 Pupa
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7. Massa corporal [mg) e tempo de desenvolvimento (h] de imaturos
de Chrysomya putoria que se desenvalveram na concentragdo 500 mg/kg de fenobarbital,

Massa corporal individual

Tempo 1 2 3 4 5 b 7 8 9 10 | TOTAL Média DP | ESTADIO
M o4 o093 | 05 | 07 | 06 05 08 | 08 | 04 | 05 | 61 | 061 | 018 2
I 09 10 08 | 1,0 10 1,2 08 08 03 141 | 9% 09 013 2°
48 | 41 | 38 | 39 | 22 | 29 | 31 | 27 | 28 | 30 0 21 [0 [ 306 [ 0,69 2
60 50 37 | 45 | 50 | 57 56 49 46 49 | 59 | 49,8 | 498 [ 0,65 e
72 | 82 | 75 8% | 65 | %6 5% 73 | 68 | 8O 60 | 758 | 156 | 1,1 3
84 122 104 | 196 | 120 | 11,5 13,3 13,9 142 150 | 152 (13,3 T13.73 7 258 3
9% 21,3 149 | 182 | 97 | 124 106 151 14,8 17,7 | 155 | 150,2 (1502 [ 352 3

108 83 M0 206 92 53 151 | 163 17,5 | 123 | 60 1446 1446 | 855 3

120 424 40,8 5 34,9 20 | 12 15 314 127 12 | 3656 3696 352 3

132 | 3,7 | 21,8 | 2,0 | 13,6 | 24,6 | 223 | 220 | 289 | 185 | 267 [ 2,2 (2312 518 3°

144 | 38,1 287 | %4 310 124 464 495 Mg 400 333 w24 (314 650 3

15 | 40,6 446 3B 1|0 | 383 | 285 102 1o | 299 w4 [ 36,3 (36137 519 3

168 | 29,3 257 | 25 3,6 287 | M1 383 3,0 | 207 229 (2959 (2959 | 443 Pré-pupa
180 | 272 254 288 263 203 171 21,9 193 | 249 | 21,3 (2327 (23,277 3.83 Pré-pupa
192 21,7 14 200 21,9 263 "120,9 2418 7 433 Pupa

8. Massa corporal [mg) e tempo de desenvolvimento [h] de imaturos

de Chrysomya putoria que se desenvolveram concentragdn 1000 mgf kg de fenabarbital.

Massa corporal individual

Tempo 1 2 3 4 5 i} 7 i 9 10 TOTAL  Media = DP ESTADIO
24 |03 | o5 | o7 | 04 | 05 | 04 | 06 | 03| 04| * [ 41 |046]013] 2
6 | 04 | 08 10 06 05 11 o7 | 03 o4 o4 [ 62 T062 0w 2
48 [ o9 [ o7 | os o7 | 10 2] 2] 0] 10| 1e Pt 100027 2
60 | 1,3 | 14 10| 5 31 [ 20 | 14 | 19| 1,0 ] 1,8 [ 164 [ 1,64 [062 | 20
2 020 | 26 .8 45 13 14 | e | 13 1,7 46 (1720112040 2
84 | 60 | 39 | 32 | 45 | 38 | 32 | 33 | 35 | 3¢ | 29 [wo (379090 | 2
9 | 33 | 23 | 24 | 34 | 23 | 33 | 39 | a7 | 20 | 21 (297 T2971 o089 | 2
108 | 29 | 38 | so0 | 40 | 36 | 29 | 58 | 36 | 22 | 33 (3.1 [ 381 [ 1,00 2°
120 | 25 | w3 | 20 | ve |32 [ 4% [ 25 | 37 | 23 | 13 (26 (26 TOm2 | 2
132 | 1,6 | 10 ] 08 | 13 ] 20 | o5 | 10| 12 10 o8 [12[1127043] 2
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9. Massa corporal mg) e tempo de desenvalvimento (h) de imaturos
de Chrysomya albiceps no grupo contrale, sem adigdo de fenobarbital,

Massa corporal individual

Tempo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 TOTAL Média DP  ESTADIO
% 08 10 | 12 07 | 07 08 05 | 07 10 | 09 | 83 | 083 020 2
a8 | 27 | 26 | 15 | %3 | 22 | 18 | 23 | 23 | 1,7 | 1,9 [z=3 (23] 054 2°
60 | 47 | 51 | 42 | 44 | 47 | 48 | 54 | 44 | 37 | 37 451 (451 [ 055 2
72 | 91 | 55 | M40 | 94 | 69 | 75 [ 109 | &1 | &2 | &3 [ 81,9 [ 819 [ 2,68 3°
84 | 156 | 220 | 98 | 196 | 100 | 106 | 11,9 | 126 | 148 | 105 (1351375 4.3 3
9 | 469 | 285 331 | 33,3 | 30,6 294 294 | 30,3 295 294 | 3201 32,01 548 3
108 372 527 594 253 | 482 549 G514 | 667 635 527 5200 (5200 1249 3
120 59,1 | 4641 | 551 | 896 | 560 | 627 42,3 | 57,7 501 43,3 [ 537,0 [ 53,70 | 6,65 30
132 597 B2 B4 B4 127 9 439 | B4 831 49,3 | 4350 4850 | 851 3°
144 482 402 42,3 545 M0 0.8 43,2 398 485 40,3 | 438,8 (43,88 7 6,77 Pré-pupa
15 | 31,0 | 40,4 | 41,3 41,9 | 358 425 | 42,9 | 525 497 | 324 | 4104 (4104 680  Pupa

10. tassa corporal [mg) e termpo de desenvolvimento (h] de imaturos

de Chrysomya albiceps concentragdn 150 mg/ kg de fenobarbital,

Massa corporal individual

Tempo 1 2 3 4 5 it 1 i 9 10 TOTAL @ Media DP ESTADIO
% 14 | 09 o0& 11 | 08 o7 1,3 1,0 11 0% 100 100 023  2°
48 | 20 | 28 | 35 | 23 | 20 | 37 | 31 | 28 | 27 | 31 [280 [ 280 [ 058 | 2
60 | 45 57 51 48 | 57T 52 44 | &1 62 69 | B46 | 546 080 2°
72 | 162 | 15 | 28 | v2z | 66 | 24 | doa | 60 | se | o [iozz 10727 3,0 3
84 | 258 | 135 | 155 | 236 | 20 | 20 | 172 | 161 | 156 | 5 19,8 (1898 [ 4,02 3
9 | 25 | 330 |7 | 3| @m0 23| na | e |z | 23 (s 575] 3,95 3
108 | 408 | 453 43,7 | 235 | 3|3 | 298 234 | w9 | s w1 3 mnM 179 3
120 | 454 | 429 365 | 37,2 | 429 M3 332 | 299 | 291 289 | 30,3 36,03 6,07 3
132 31,3 | 201 | 207 24,5 | 20,0 | 198 | 23,9 | 20,3 | 231 | 22,9 | 226,6 [ 22,66 351 Pré-pupa
144 | 234 | 364 | 35 | 260 | 1B7 | 200 | 250 | 167 23,8 | 146 | 283,3 (2533 7,33 | Pupa
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1. Massa corporal [mg) e termpo de desenvolvimento (h] de imaturos

de Chrysomya albiceps concentragdn 500 mg/ kg de fenobarbital,

Massa corporal individual

Tempo 1 2 3 4 5 b 1 H 9 10 TOTAL @ Media  DP ESTADIO
48 10 08 o7 o9 12 10 093 12 09 08 94 09 016  2°
60 13 170 130 18] 16l 23 a5 19 4] 19 170 1,70 To034 | 20
77 14 13 24 12 29 15 25 16 27 22 23 203 o050 2
o4 2.6 1,8 28 29 28 43 41| 28 23 30290 [29 [076 | 2
96 44 51| 37 36 37 48 39 28 34 33 383 [383 0N 3
108 44 26 41| 33 29 32| 24 28 14 26 295 [ 295 [ 086 | 3
120 47 520 37 32 28 35 a0l 48 57 63 429 (429 (122 3
132 230 327 19,3 182 231 182 131 158 152 10,3 1889 (1889 [ 630  3°
144 16,5 7,5 A7 97 141 122 123 107 9 T3 T1214 T30 3
156 621 70| 168 74| 500 87 43 ** " = g5 1793 408 3

12. Massa carporal {mg) & termpa de desenvalvimento (h) de imaturos

de Chrysomya albiceps concentragao 1000 mgfkg de fenabarbital,

Massa corporal individual

Tempo 1 2 3 4 5 b 7 ] 9 10 TOTAL Média DP  ESTADIO
60 | o4 | 07 | 04 | 04 | 06 | 03 | 02 | 07 | o4 | 04 | 45 [ 045 | 016 | 2°
127 | 1209 | o5 | o5 | o4 |04 | 0206 05| 02l 547054030/ 2
84 | 10 [ 12| 10 o7 o6 | 3] 2] o6 13 ] o6 [ o6 (09030 2
9 | o2 [ 11 | o3| og e | = | 2t = | 2 [43 (08018 2°

13. Massa corporal [mg) e tempo de desenvolvimento (h] de imaturos

de Chrysomya putoria que se desenvolveram no grupo controle, sem adicdo de tiopental.

Massa corporal individual

Tempo 1 2 3 4 5 il 1 i 9 10 TOTAL @ Media = DP ESTADIO
12 1,6 016 000  2°
“ | 03 | 04 03 | 03| 05 | 04 | 04 | 046 | 04 05 [ 41 To41 (010 2°
36 | 1,8 | 14 | 14 | e | 12 | 12 | 14| 12 ] 12 ] 12 T136 1,36 [ 021 2
48 | 54 | 48 | 48 | 43 | 43 | 43 | 42 | 41 | a4 | 48 [452 [ 452 [ 0,39 2°
60 54 | 85 90 141 8% &1 67 | 98 | 65 10,8 | &8 | 878 | 247 30
72 | 152 | 123 | 159 | 162 | 17,9 | 157 | 146 | 141 | 165 | 155 | 153,9 (15,39 [ 1,51 3°
84 | 29,2 | 266 27,8 284 | 0,1 334 240 | 129 290 27,0 | 2885 2885 2,81 3°
9 | M4 | 27,8 34,8 0,5 | 299 41,8 13,3 | M4 | 235 243 147 [ 3147 548 30
108 | 45,8 | 402 | 451 | 38,3 | 425 | 47,6 39,9 | 7.8 | 469 | 386 | 4227 (4227 379 30
120 | 279 | 27,7 357 | %8 | 239 | 32 3,9 | 3,9 | 3,8 230 2788 | 27,88 | 9,78 Pré-pupa
132 | %1 | 44,1 31,9 | 298 | 454 | 452 225 | 485 | 383 27,7 37,5 (36,75 8,85 Pré-pupa
144 | 41,2 | 458 355 | 94 | 40,7 429 Sg0 | W5 423 384 4198 4198 576 Pupa
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14. Massa corporal (mg) e tempo de desenvolvimento (h) de imaturos
de Chrysomya putoriz que se desenvolveram na concentragdo 0,5 DL 50 de tiopental.

Massa corporal individual
Tempo 1 2 3 4 5 6 7 ] 9 10 TOTAL Média DP  ESTADIO

3 | 10 | 14 |24 [ 1 e [ 1s a0 [ ar | i1 Taar (14 Tod2] 2
48 | 35 | 34 | 32 | 32 | 36 | 50 | 45 | 32 | 37 | 44 [wr[3mifo64| 2
60 | 54 74 84 &1 | 49 | 84 75 | 63 110 52 726 126 187 3
72 [ 139 [ 105 | 16 [ 11,3 | 74 [ 100 | &5 | 81 | 72 | 90 [ws (979 (212 | 3
84 | 210 | 229 35 190 | 233 | 167 | %1 | 136 224 170 247 (2047 501 3
9% | 425 | 444 W04 32 | 456 449 41,3 437 0 23 333 333 7136 3
108 40,3 485 436 447 | Bl,6 442 443 432 431 454 4489 (44897313 3¢
120 | M7 285 M4 WE | 23 W2 w27 M9 30 M7 [ 332 3362 250 Pré-pupa
132 425 450 421 450 424 420 472 435 489 456 4443 (44437 235 Pré-pupa
144 397 | 424 W0 442 41,9 449 31 195 396 42,2 4066 | 40,66 | 306 Pupa

15. Massa corporal [mg) e tempo de desenvolvimento [h) de imaturas
de Chrysomya putoria que se desenvolveram na concentragdo DL 50 de tiopental,

Massa corporal individual
Tempe 1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 TOTAL Média DP  ESTADIO

¥

24 07 | 06 | 07 | 06 10 | o8 | o6 | o7 | o7 | o0& | 7,0 070 012 2°
36 1,8 1:6 1,5 1,2 1,2 1,1 1,5 1,2 1,2 1,2 [13e 7136 [ 023 2°

48 4,1 40 | 43 | 38 | 45 46 46 | 37 37 49 a2 T4 o042 2
60 55 | 46 &4 53 | 53 | 58 | 54 | 44 42 48 5,9 1519 [ 065 30
72185 | 161 17,4 170 | 142 0 187 | 182 | 169 169 142 1661 (1661 [ 152 3°
84 | 271 | 291 | 20 220 | 260 | 234 | 242 | 261 | 241 31 [ 2551 [2551 [ 298 3°
9 | 33,8 | 244 257 30 | 263 328 | 244 | 282 M3 278 2848 (2848 [ 340 3°
108 339 | 360 | 48,3 42,2 | w3 329 | 394 | w0 o383 41,9 3923 13923 419 3°
120 33,8 | 4006 384 B0 | 393 450 | 380 | 50,1 387 475 | 4275 (4275 518 3°
132 43,8 | 440 | 40,8 487 | 382 329 | 41,8 | 325 300 490 3997 (3997 677 3°
144 | 363 | 491 449 41 | ME 342 | 476 | 40,3 489 37,3 4145 T4145 ] 583 3°
156 3,3 | 380 | 453 41,9 | w0 440 | 472 | 428 4001 38,3 | 4060 [ 40,60 | 4,67 3°

r

168 38,4 35,9 39,8 41,0 43,5 30,1 7,6 35,0 36,9 34,2 4 724 "37,24
180 35,3 37,4 33,7 38,58 33,3 36,3 7,6 33,5 33,7 35,0 r 354,3 "35.43
192 26,5 26,5 24,8 23,2 26,1 20,7 23,6 22,6 31,5 22,8 ’ 248,3 " 24,83

3,78 Pré-pupa
1,92 Pré-pupa
3.02 Pupa

F

r
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16. Massa corporal [mg) e tempo de desenvolvimento (h) de imaturos

de Chrysomya putoria que se desenvolveram na concentragdo 2x DL 50 de tiopental.

Massa corporal individual

Tempo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 TOTAL Média DP  ESTADIO
48 | 32 | 15 | 1.4 | 1,9 | 22 | 26 | 24 | 1.6 | 20 | 21 [ 2009 [ 209 [ 05 2’
60 5,1 35 | 54 B2 47 41 37 | 40 33 38 [ 433 "433 7070 2
72 87 | 52 56 44 | 59 47 | &4 | 83 47 45 s34 [ 584 [ 156 3°
84 120 | 78 94 | 80 | 10,9 1,0 100 | &8 | 68 | &3 | 910 [ 910 | 1,83 30
9% 17,6 | 162 145 93 | 90 94 &2 | 51 66 96 1035 11035 4.3 3
106 23,1 | 204 | 165 | 204 | 220 | 20,8 94 | 1,5 | 106 10,5 1732 (17,32 7 6,50 30
120 325 | 274 | 264 237 | 161 | 152 158 | 255 | 152 13,9 21,7 (2117 7 6,65 3°
132 32 | 190 22,9 291 | 20,0 204 | 168 | 226 17,2 355 | 2360 23,60 | 647 3°
144 | 190 | 240 17T 236 | M5 205 M7 | 724 165 152 270 T 481 3°
15 | 273 | 39,0 | 294 | 355 | 26,6 | 27,3 | 258 | 257 | 250 | 260 2876 [ 2876 [ 4,71 30
168 | 185 251 236 M0 214 3,8 248 | w7 263 187 2999 (2599 | 6,06 Pré-pupa
180 | 189 | 285 247 | 21,1 | 232 | 174 214 | 237 | 336 23,9 | 2364 [ 23,64 | 4,68 Pré-pupa
192 | 1,2 [ 145 | 142 | 213 | 105 | = e FE i = '77 7143474271 Pupa

17. tasza corporal (mg) e tempo de desenvolvimento (h) de imaturos

de Chrysomya albiceps no grupo controle, sem adigdo de tiopental,

Massa corporal individual

Tempo 1 i 3 4 5 6 1 ] 9 10 TOTAL @ Media DP ESTADIO
6 | 20 | 21 | 14 | 7| 48 | 21 | e | 47 | 22 | 14 [ 180 [180 029 | 20
48 | 52 | 46 54 54 | 52 44 45 | 46 52 51 496 (49 039 2°
60 | 77 | 126 10,3 143 | 139 14 126 | 106 14 106 | 1154 1154 1,93 30
72 | 146 | 177 | 27 | 210 | 194 | 151 | 164 | 157 | 172 | 165 (1754 [1754 [ 245 3
84 | 282 331 N0 296 | ®5 MM B4 | 02 26 27,1 1090 309 | 208 3°
9% | 406 | 482 481 3,1 | 474 431 10 | 41 431 49 (4270 4279 7 403 30
108 29,8 42 483 427 445 446 /0 w7 427 420 44 (3844 T1266 0 3
120 235 355 M4 437 W4 M9 404 1|4 515 12 30,9 38,09 640 3
132 622 89 T4 B0 6,7 526 M4 50 28 659 6379 163,79 711,30 Pré-pupa
44 | 71,0 é1,7 5,5 48,3 | 528 B51 | 53,8 484 400 449 5275 "5275 7 872 Pupa
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18. tassa corporal [mg) e termpo de desenvolvimento (h] de imaturos

de Chrysomya albiceps que se desenvolveram concentragdo 0,5 DL 50 de tHopental,

Massa corporal individual

Tempo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 TOTAL Meédia DP  ESTADIO
% | 1.2 | 18| 10 ] 1o | 10 | 2o | 43 18] 10 ] 1,2 (135 (135038 20
48 | 40 | 45 | 47 | 36 | 30 | 37 | 30 | 44 | 40 | 42 391 V391 (o059 | 20
60 | 89 | eo | 77 | 82 | 76 | &0 | &0 | 27 | 72| 68 (757 (257 [ o085 3°
72 | 157 | 156 | 149 | 165 | 17,0 | 184 | 14,3 | 153 | 159 | 13,8 [ 1555 (1555 [ 1,02 | 3°
84 | 258 | 266 | 30,0 | 227 | 285 | 286 | 243 | 257 | 268 | 257 [2647 (2647 2116 | 3°
96 | 0,6 | 289 | 361 | 3,9 | 440 | M2 | 351 | 291 | 252 | 33,7 [330,8 [3308[ 530 | 3
108 | 43,1 | 47,1 | 41,3 404 | 40,9 | 37,3 | 51,8 | 402 426 382 4229 (4229 [ 431 3
120 455 44,3 414 467 47,7 494 505 584 500 426 4774 4174 493 3¢
132 63,0 68,3 763 B83 | 651 57,0 441 | 5,8 458 47,4 | 5770 5171 71059 Pré-pupa
144 697 E50 658 440 M 750 T8 47,3 65 481 | 5748 (5748 711,20 Pupa

19. tasza corporal (mg) e tempo de desenvolvimento (h) de imaturos

de Chrysomya albiceps que se desenvolveram concentragdo DL 50 de tiopental,

Massa corporal individual

Tempo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 TOTAL Meédia DP  ESTADIO
48 | 24 | 18 | 1,8 | 19 | 20| 23| 26 | 16 | 21 | 17 (202202033 2
60 | 52 | 44 | 35 | 39 | 43 | 36 | 28 | 69 37 | 38 [ 431 (43 (14 20
075 | 77| 100 &7 | 86 | 49 | 54 | 59 | 62 | 58 [87 [ 687 [ 158 | 3
84 | 12,0 | 18,8 | 124 | 144 | 20 | 153 | 1,6 132 144 127 [ 1459 [1459 [ 310 | 3°
9% | 12,6 | 17,9 | 16,6 | 16,8 | 22,0 | 181 | 145 | 232 206 227 [ 1850 (1850 [ 356 @ 3°
108 225 | 256 23,0 13,3 | 04 207 264 240 245 269 2443 24437 45 3¢
120 3,5 287 286 292 /0 290 282 255 0 230 2899 (2899732 3
132 | 21 | 301 | #1 | 5,3 | 290 | 146 | 295 | 05 | 257 | 223 [03,2[3032[ 407 | 3
144 | 489 | 370 | 365 | 35,3 | 427 | 15 | 39 | 25 | 294 | 88 (w5 (3075537 | 3
15 33,8 | 357 42,2 30,9 | 0,0 | 337 | 354 | 407 | 33,3 | 42,6 | 38,3 [ 3583 | 452 Pré-pupa
168 | 246 27,7 244 267 | 244 | 20,6 251 | 241 | 260 270 [ 251,7 12517 7 1,78 Pré-pupa
180 220 | 285 28,8 4 | 196 202 | 165 20,5 207 | 158 | 2290 (2290 [ 6,14  Pupa
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20. Massa corporal [ma) e tempa de desenvolvimento (h] de imaturas

de Chrysomya albiceps que se desenvalveram concentragdo 2x DL 50 de topental.

Massa corporal individual

Tempo 1 2 3 4 5 6 1 3 9 10 TOTAL @ Media = DP ESTADIO
48 | 20 | 7 | 12 | 13 | 22 | 14 ] 1,3 | 13| 1,2 | 20 [ 156 [ 1,5 [038 | 2°
60 | 26 | 26 | 30 [ 45 | 20 | 27 | 1,6 | 28 | 27 | 12 [23 (228 [063]| 2
72 | 46 | 39 | 27 | 30 | 32 | 47 | 26 | 42 | 37 | 38 [ 34 [ 364075 | 2
84 | 35 | 36 | 69 | 29 | 29 | 30 | 43 [ 33 | 44 | 39 [ [ 388 [ 119 3
9% | 31 | 41 | 43 | 26 | 32 | 24 | 27 [ 22 | 30 | 28 [ %4 [ 304 [069 | 3
108 | 30 | 38 | 45 | 33 | 35 | 31 | 28 [ 22 | 25 | 31 [ 3,8 [ 318 [ 0,65 | 3
120 | 46 | 31 | 29 | 45 | = 5 = £t ** = T T3 o 3
132 | 192 | 137 | 20,9 | 205 | 156 | 161 | 152 | 10,6 | 7.8 | 43 [1439 71439 546 3
144 | 19,3 137 20,9 205 | 256 161 | 152 | 10,6 7,8 43 1540 (1540 652 3

. Massa corporal [mg) e tempo de desenvolvimento (h] de imaturas

de Chrysomya megacephala que se devenvalveram no grupo cantrole, sem adicdo de tiopental,

Massa corporal individual

Tempo 1 2 3 4 5 6 7 i 9 10 TOTAL  Media = DP ESTADIO
“ 10 03 o8 1,0 | 09 | 43 1,0 o8 08 | 03 | %6 09 | 015 @ 2°
3% | 34 | 57 | 43 51 | 47 | 54 | 32 | 36 40 42 [ 436 436 085 | 2°
48 | 84 | 90 | 88 76 | 88 | 77 74 | 86 87 | 89 89 (839 (o060 20
60 | 129 | 168 | 22 | 248 | 178 | 20 | 168 | 21,2 | 214 | 237 [ser (19977373 3
72 | 266 | 250 | 289 | 33,3 | 392 | 378 | 36 | 405 302 | 325 | 256 3256 525 ¥
B4 | 4e6 | B8E 449 B4 | 604 | €00 | 63,3 | 42,8 560 B41 5474 4T 1 30
9 49,0 50,3 S04 50,7 | 467 485 462 | 494 535 453 490,0 (4900 T 245 pré-pupa
108 517 R0 480 506 | 42,1 469 478 556 500 415 |40 4941 7 545  pré-pupa
120 | 392 | 458 | 41,3 | 3,8 | 41,8 | 357 485 | 352 42,3 481 4147 (4147 436 pupa

22. thassa corporal [mg) e tempo de desenvolvimento (h) de maturos

de Chrysomya megacephala que se desenvalveram ng concentragdo 0,5 OL 50 de tiopental.

Massa corporal individual

Tempo 1 2 3 4 5 6 1 s 9 10 | TOTAL @ Media = DP ESTADIO
M4 | o7 | o6 | 06| 09| o8 | o6 |07 | o8] 09| ™ [ g6 (03012 2
% | 29 | 21 | 25 | 24 | 23 | 23 | 21 | 22 | 24 | 26 [238 (238 [0 | 2
48 | 53 | 43 57 | 52 | 40 54 | 43 | 51 | 43 42 478 [ 478 [ 0,62 7
60 | 96 | g3 | 98 | mo | 8o | 13| 104 | sg | 99 | 81 [ (o071 [ 13 3°
720147 162 178 151 | 98 104 2,9 0 90 90 | 196 | 1435 (1435 464 3°
84 | 280 | 404 | 34 | M5 | 4,8 352 14 09 432 M6 | 326 3526 5.1 3
96 | 456 | 44,3 | 556 | 36,2 | 447 | 480 | 40,6 | 389 M8 3154 441 42417654 3
108 41,9 | 31 62,5 89,1 | A7,9 59,0  R0,9 | 662 57,3 48,1 | Ge60 | 56,60 | 7.49 30
120 41,3 387 3,5 3,9 | 499 | 461 | 512 | 48,3 | 480 357 | 4266 42,66 6,94  pré-pupa
132 383 334 158 %5 | 40 M7 e T4 484 408 2989 (3989 464 pupa
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23. Massa corparal (mg] e tempo de desenvalvimento (h] de imaturos
de Chrysomya mesacephala que se desenvalveram na concentragda DL 50 de tiopental.

Massa corporal individual

Tempo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 TOTAL Média DP  ESTADIO
M4 | o6 | 10 oe | 1206 | 07| 1,0 08 08| 03 gz [082[020] 2
% | 24 | 32 | 20 | 24 | 23 | 27 | 26 | 31 | 20 | 23 [0 [ 250 [o041 | 20
48 | 53 45 39 38 | B2 37 35 | 63 36 | 51 449 (449 094 2
60 | 66 | 68 67 | T4 | 94 85 85 | &8 83 &1 |74 171 o098 2
72| 44 | 50 | 55 | 46 | 52 | 741 | 53 | 74 0 43 | 50 [533 538 106 2
B4 233 | 435 03 299 | 08 263 285 | 292 381 268 067 3067 592 ¥
9% | M6 | 4 2E 09 | 09 25 #1031 17 282 w4429 ¥

24. Massa corporal [ma) e tempo de desenvolvimento (h] de imaturos

de Chrysomya megacephala que se desenvolveram na concentragdo 2x OL 50 de tiopental,

Massa corporal individual

Tempo 1 2 3 4 5 6 1 i 9 10 TOTAL Meédia DP  ESTADIO
M o6 | o7 o7 |06 | 08 05 07 | 08 06 05 | 65 065 011 2°
% | 22 | 23 | 14 | 18 | 17 | 20 | 22 | 15 | 16 | 18 (a5 [a@som | 2
48 | 48 | 34 33 | 45 | 27 26 37 | 39 | 34 | 57 [0 (380 09 2
60 | a1 | 67 | 59 | 65 | 60 | &1 | 53 | 70 | &6 | 59 [e22 (622 051 | 20
72 73 | 63| 83 | 72| 84 | 65 | 97 [ 82 | 50 | 46 (75 (245159 | 3
B4 | 163 | 72 | e | e o0 | e | 92 | 87 | s | 7 [o9af1204f 409 | 3
9% | 100 | 11,4 12,9 10,8 | 10,6 | 190 | 182 | 187 159 172 1443 (14487 370 3
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