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Resumo

SALAZAR-SOUZA, Mbnica. Desenvolvimento de imaturos e aspectos bionémicos de
Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) e Chrysomya albiceps (Wiedemann, 1819)
(Diptera: Calliphoridae): implicacdes em entomologia forense. 2017. 86 p. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Bioldgicas). Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas,

Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ. 2017.

A dissertacdo foi dividida em capitulos. O primeiro avaliou o desenvolvimento pos-
embrionario de Chrysomya putoria em diferentes tecidos de suino e bovino (figado suino,
pulméo suino, coracdo suino, musculo suino, coracdo bovino, pulmdo bovino e musculo
bovino). Foram quatro repetices (60 g dieta/40 larvas 1° estadio de 1% e 22 geracdo) por
tratamento, acondicionado em recipiente de 100 mL introduzido em recipiente de 400 mL,
mantido sob temperatura controlada a 28°C dia/ 26°C noite, UR 70£10% e 12h de fotofase. Foi
observada diferenca significativa pela analise de Variancia (5% de significancia) na duracéo
média do estagio larval (5,2 dias) que foi significativamente maior nas larvas alimentadas em
figado suino. O estdgio pupal apresentou diferenca significativa, sendo menor em figado suino
(3,5 dias). O estagio total diferiu significativamente entre os tratamentos, sendo maior em
figado suino (8,7 dias). A massa corporal das larvas de 3° estadio diferiu significativamente
entre os tratamentos: as larvas alimentadas em pulm&o suino se mostraram significativamente
mais pesadas (61,2 mg). A longevidade foi maior em figado suino (8,7 dias). A viabilidade
larval e pupal se mantiveram acima de 86%, exceto em figado, que apresentou taxa inferior a
77%. Entre os tratamentos avaliados, pulmdo e coracdo suino demonstraram melhor
desempenho. O segundo capitulo avaliou a influéncia de musculo bovino e pulméo suino no
desenvolvimento pds-embrionario de Chrysomya albiceps. Foram trés repetices (60 g
dieta/40 larvas de 1° estadio de 22 geracéo) por tratamento, acondicionado em recipiente de 100
mL introduzido em recipiente de 400 mL mantido sob temperatura controlada a 28°C dia/26°C
noite, UR 70+£10% e 12h de fotofase. Foi observada diferenca significativa pela analise de
Variancia (5% de significancia) na duragdo média (dias) do estagio larval. Insetos criados em
pulmdo suino apresentaram duracdo de desenvolvimento significativamente inferior (6,5 dias)
comparado a musculo bovino (7,9 dias). Nao foi observada diferenca significativa entre os
tratamentos no estagio pupal, com a fase durando em média 4,2 a 4,4 dias. O desenvolvimento

total diferiu significativamente, onde os insetos alimentados em pulmao suino desenvolveram
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em menor tempo (10,9 dias) comparado a musculo bovino (12,2 dias). Larvas alimentadas em
pulmdo suino apresentaram massa corporal significativamente mais pesadas (87,2 mg)
comparado as larvas alimentadas em musculo bovino. A longevidade foi maior em musculo
bovino, com longevidade média de (12,2 dias). A viabilidade larval e pupal se mantiveram
acima de 65%. Entre os tratamentos avaliados, pulmé&o suino demonstrou melhor desempenho.
O terceiro capitulo avaliou o desenvolvimento intrapupal de C. albiceps. Um total de 240
larvas de 1° estadio foram transferidas para 254 g de pulmao suino e mantidas sob temperatura
controlada a 28°C dia/26°C noite, UR 70+10% e 12h de fotofase. Apds o abandono da dieta e
empupacédo, diariamente, durante cinco dias, um total de 84 pupas foram sacrificadas e
fotografadas para que as alteracdes morfoldgicas oriundas do desenvolvimento das pupas
pudessem ser caracterizadas pelas fases: apolise larval-pupal, criptocefalica, fanerocefalica,

adulto farado, imago e emergéncia.

Palavras-chave: mosca varejeira, larva, pupa, morfologia, biologia, desenvolvimento,
tecido animal, entomologia forense
Abstract

The dissertation was divided into chapters. The first evaluated the post-embryonic
development of Chrysomya putoria in different tissues of swine and cattle (swine liver,
swine lung, swine heart, swine muscle, bovine heart, bovine lung and bovine muscle). Four
replicates (60 g diet / 40 1st instar larvae of 1st and 2nd generation) were prepared by
treatment, packed in a 100 mL container, placed in a 400 mL container, kept under
controlled temperature at 28°C/day, 26°C/night, RH 70+10% and 12h of photophase. A
significant difference was observed in the analysis of Variance (5% significance) in the
mean duration of the larval stage (5.2 days), which was significantly higher in the larvae
fed on swine liver. The pupal stage had a significant difference, being smaller in swine
liver (3.5 days). The total stage differed significantly between treatments, being higher in
swine liver (8.7 days). The body mass of the 3rd instar larvae differed significantly
between treatments, with larvae feeding on swine lung were significantly heavier (61.2
mg). Longevity was higher in swine liver (8.7 days). The larval and pupal viability
remained above 86%, except in liver, which presented a rate lower than 77%. Among the
evaluated treatments, lung and swine heart showed better performance. The second chapter

evaluated the influence of bovine muscle and swine lung on the post-embryonic

vii



development of Chrysomya albiceps (Wiedemann, 1819). Three replicates (60 g diet/ 40
1st instar larvae of 2nd generation) were prepared by treatment, packed in a 100 mL
container, placed in a 400 mL container, kept under controlled temperature at 28°C day/
26°C night, RH 70+10% and 12 h photophase. Significant difference was observed by
analysis of Variance (5% significance) in the mean duration (days) of the larval stage.
Insects reared in swine lung had significantly less developmental duration (6.5 days)
compared to bovine muscle (7.9 days). There was no significant difference between the
treatments in the pupal stage, with the phase lasting in average 4.2 to 4.4 days. Total
development differed significantly. Insects fed on swine lung developed less time (10.9
days) compared to bovine muscle (12.2 days). Larvae fed swine lung had significantly
heavier body mass (87.2mg) compared to larvae fed on bovine muscle. The longevity was
higher in bovine muscle. The larval and pupal viability remained above 65%. Among the
evaluated treatments, swine lung showed better performance. The third chapter evaluated
the intrapupal development of C. albiceps. The total of 240 instar larvae were transferred
to 254 grams of swine lung and kept under controlled temperature at 28°C day/ 26°C night,
RH 70+£10% and 12h of photophase. After abandonment of the diet and cushioning, daily,
during 5 days the total of 84 pupae were sacrificed and photographed so that the
morphological alterations from the pupae development could be characterized by the
phases: larval-pupal apolisys, cryptocephalic, phanerocephalic, adult pharate, imago and

emergency.

Keywords: blowfly, larvae, pupa, morphology, biology, development, animal tissue,

forensic entomology
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Introducéo Geral

A ordem Diptera (di = duas, ptera = asas) composta por moscas e mosquitos, é
uma das quatro ordens megadiversas, até 0 momento, com cerca de 153.000 espécies
descritas mundialmente. Deste total, cerca de 31.000 espécies em 118 familias séo
conhecidas na regido Neotropical, e aproximadamente 8.700 espécies estdo registradas
para o Brasil. Talvez seja uma das ordens mais diversificadas em habitats, presente em
ambiente aquatico e terrestre, e em habitos, com espécies fitéfagas, predadoras,
endoparasitas (de humanos e outros insetos) e saprofitas, contribuindo como uma das
mais importantes para os estudos de entomologia forense (Yates et al., 2003; Guimarées
& Amorim, 2006; Mello-Patiu, 2007; Carvalho et al., 2012; Favretto et al., 2013).

Os dipteros da familia Calliphoridae, também conhecidos como “moscas
varejeiras” ou “moscas das carcacas” se desenvolvem por metamorfose completa
(holometébolos), compreendendo os estagios de ovo, larva, pupa e adulto (Costa et al.,
2006). O adulto se desenvolve encapsulado dentro de um pupério formado a partir da
cuticula da larva de terceiro estadio (Denlinger & Zdarek, 1994). Os califorideos adultos
apresentam tamanho que varia de médio a grande (4-16 mm), tendo como caracteristica
marcante, a coloracdo do abdome e térax, na maioria das vezes, escuro com reflexo
metalico azul, verde, violaceo ou cuprico (Carvalho & Mello-Patiu, 2008).

A familia Calliphoridae € cosmopolita, composta por mais de 1.000 espécies em
150 géneros conhecidos, sendo a maioria restrita ao Velho Mundo. A maior riqueza da
fauna pertence a regido Afrotropical com mais de 300 espécies alocadas em 40 géneros.
A maioria das espécies da familia Calliphoridae ndo é endémica do Novo Mundo, e a
introducdo na regido Neotropical foi acidental (Shewell, 1993).

Sua organizagdo atual para América do Sul e México, compreende 99 espécies
descritas, alocadas em 29 géneros, distribuidos em 7 subfamilias: Calliphorinae (3
géneros e 8 espécies), Chrysomyinae (7 géneros e 27 espécies), Luciliinae (1 género e
17 especies), Mesembrinellinae (9 géneros e 33 espécies), Polleniinae (1 género e 1
espécie), Rhiniinae (1 género e 1 espécie) e Toxotarsinae (7 géneros e 11 espécies)
(Kosmann et al., 2013; Cavalcante et al., 2015).

Chrysomya Robineau-Desvoidy, 1830 é um dos sete géneros alocados na
subfamilia Chrysomyinae. Atualmente, trés especies Afrotropicais estdo descritas para o
género (Chrysomya albiceps (Wiedemann, 1819), C. megacephala (Fabricius, 1794) e
C. putoria (Wiedemann, 1830)) e uma da Oceania (C. rufifacies (Macquart, 1843)). As

quatro espécies exoticas para a regido Neotropical sdo encontradas no Brasil (Dear,
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1985; Vargas & Wood, 2010; Kosmann et al., 2013).
Atualmente C. putoria € encontrada em 7 paises na regido Neotropical
(Argentina, Paraguai, Bolivia, Brasil, Peru, Colémbia e Panama), enquanto C. albiceps

é encontrada atualmente em 12 paises (Uruguai, Argentina, Paraguai, Bolivia, Brasil,

Peru, Colémbia, Venezuela, Dominica, Porto Rico, Nicaragua e Guatemala) (Kosmann
etal., 2013) (Figura 1).

Figura 1: Mapa da atual distribuicdo de Chrysomya putoria (A) e Chrysomya albiceps (B) na
regido Neotropical.

No Brasil, C. albiceps e C. putoria foram observadas pela primeira vez em area
urbana na cidade de S&o Paulo, e também nos estados do Parand, Mato Grosso do Sul,
Bahia, Maranhdo, Para e Santa Catarina entre outubro de 1978 e julho de 1979
(Guimardes et al., 1978; 1979). Em territorio brasileiro, a dispersdo de C. albiceps foi
mais lenta comparado a C. putoria que alcangou 5.000 km apds 5 anos de introducao
(Prado et al., 1982). Uma das hipGteses desse sucesso, talvez esteja relacionada as
diferentes portas de entrada de C. putoria, facilitadas pela expansdo do comércio aéreo
(Gagné, 1981). A lentiddo na dispersdo de C. albiceps poderia estar relacionada a
monogenia da especie e pelo fato de a regulagdo da razdo sexual ser a nivel
populacional (Ullerich, 1963).

Os califorideos adultos utilizam diversos substratos para alimentagdo, oviposicao
e copula, sendo vistos inclusive, visitando espécies florais cujo odor exalado pela flor
assemelha-se a carne putrefata, como a do género Stapelia Linnaeus, 1753 (Luna et al.,
2014). Qutras vezes, vistas no periodo de floracdo de espécies leguminosas e frutiferas

contribuindo na polinizag¢do, assumindo importancia agricola e econémica (Castafieda-
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Vildézola et al., 1999; Santos & Teixeira, 2009).

Por possuirem os hébitos saprofago, necréfago e necrobiontéfago, as espécies
tornaram-se importantes contribuidoras no processo de decomposicdo de material
vegetal e animal (Goff, 2000; Cavalcante et al., 2015). Em contrapartida, o
comportamento endofilo, evidenciou negativamente as espécies como potenciais vetoras
de bactérias, protozodrios e ovos de helmintos, em reforgo, a frequente associagéo nos
casos de miiase obrigatoria e facultativa (Guimarées et al., 1983; Thyssen et al., 2004;
Fares et al., 2005; Ferraz et al., 2010).

Em estudo relacionado ao potencial vetorial de alguns dipteros, Oliveira et al.,
(2002), encontraram ovos de helmintos no intestino e aderidos & superficie de C.
albiceps (Trichostrongylus sp., Ascaris sp., Trichuris sp.) e C. putoria (Ascaris sp.,
Toxascaris sp., Toxocara sp., Trichuris sp., Capillaria sp., Enterobius vermicularis
Leach, 1853 e Trichostrongylus sp.), porém em menor quantidade comparado as demais
espécies observadas, sugerindo que a presenca de C. albiceps e C. putoria em fezes,
ocorra em menor frequéncia.

Em revisdo de literatura a respeito de dipteros necréfagos da regido Neotropical,
Alves et al. (2014) revelaram que C. putoria ocorre em menor distribuicdo (paises) e
diversidade de substratos, locais e biomas brasileiros, comparada a C. albiceps,
observada utilizando como substratos: cdo (Canis lupus familiaris Linnaeus, 1758),
cavalo (Equus ferus caballus Linnaeus, 1758), coelho doméstico (Oryctolagus
cunniculus (Linnaeus, 1758)), galinha (Gallus gallus domesticus (Linnaeus, 1758)),
gato (Felis silvestris catus Linnaeus, 1758), geneta (Genetta genetta Linnaeus, 1758)
humano (Homo sapiens Linnaeus, 1758), porco (Sus scrofa Linnaeus, 1758), raposa
vermelha (Vulpes vulpes (Linnaeus, 1758)), rato (Rattus norvegicus (Berkenhout,
1769)) e vaca (Bos taurus Linnaeus, 1758) (Salviano et al., 1996; Salazar, 2006;
Salazar-Ortega, 2008; Aballay et al., 2008; Centeio, 2011; Martins et al., 2013). Ha
relatos da espécie em ambiente aquatico (possivelmente colonizando cadaver
parcialmente submerso), em ambiente rural, semirural e area urbana, ocupando 0s
biomas da Caatinga, Cerrado, Florestas Amazonica e Atlantica, Pampas, regido Arida e
Savana, enquanto C. putoria foi encontrada em: coelho, humano, porco e rato, em
ambiente rural e urbano, ocupando os biomas da Caatinga, Cerrado, Floresta Atlantica e
Pampa.

A frequéncia e abundéncia de substratos de origem animal visitados por essas

especies esta associado a anautogenia das fémeas. Este comportamento destacou as
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espécies como importantes entomo-indicadores forenses. Estudos ecoldgicos de
sucessdo de fauna cadavérica destacaram C. albiceps como uma das mais numerosas na
colonizacdo e maior tempo de permanéncia no cadaver, sendo atraida pelos gases
produzidos nas fases iniciais de decomposicdo, permanecendo no cadaver em todos 0s
estagios de decomposicdo, inclusive na fase seca, enquanto C. putoria geralmente é
encontrada mais tardiamente (Avancini, 1986; Carvalho & Linhares, 2001; Oliveira-
Costa & Queiroz, 2007; Cruz et al., 2014).

O tempo de desenvolvimento das formas imaturas no tecido cadaveérico tornou-
se importante ferramenta para entomologia forense. Através da idade da larva, é
possivel estimar a quanto tempo o cadaver foi exposto a colonizacdo, possibilitando
uma estimativa do calculo de intervalo pos-morte (IPM) (Andrade et al., 2005; Oliveira
& Vasconcelos, 2010; Pinheiro et al., 2012; Kosmann et al., 2011; Oliveira-Costa et al.,
2013; Leal et al., 2013; Souza et al., 2014).

No entanto, estudos forenses relacionados ao célculo de IPM pelo método
entomoldgico apontam que o tempo de desenvolvimento larval e/ou pupal, pode ser
reduzido ou aumentado em funcdo de alguns fatores, como: umidade, temperatura
ambiente e tipo de 6rgdo ou tecido colonizado em um mesmo cadaver, podendo
ocasionar imprecisdo no célculo de IPM (Norris, 1965; Mello et al., 2012; Pinheiro et
al., 2012).

Além de absorverem do tecido cadavérico, nutrientes necessarios ao seu
desenvolvimento, as larvas incorporam toxinas e substancias quimicas (drogas,
horménios e medicamentos) em seu metabolismo, que em alguns casos, podem acelerar
o tempo de desenvolvimento dos imaturos, levando o entomologista forense a
imprecisdo do célculo de IPM. Por outro lado, o conhecimento de substancias exdgenas
no cadaver contribui para a entomotoxicologia na determinagdo de uma possivel causa
mortis associada a overdose (Ferrari et al., 2008; Carvalho et al., 2012; Ferraz et al.,
2014ab).

Devido a especificidade das espécies em certos locais e/ou biomas, a presenca de
larvas de determinada espécie que normalmente encontrada em ambiente urbano, vista
em ambiente florestal, pode contribuir nos casos periciais para comprovacao de possivel
deslocamento do cadaver (Amendt et al., 2004; Baltazar et al., 2011).

O habito necrobiontéfago das larvas sobressaiu a importancia de algumas
espécies de califorideos como ferramentas no tratamento de feridas de dificil

cicatrizacdo oriundas de Ulceras venosas, pés-cirdrgicas, queimaduras, Ulceras de pé
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diabético, entre outras. Para que possam se alimentar, as larvas liberam enzimas
digestivas que dissolvem o tecido necrosado realizando o biodebridamento. Além de
contribuir para o processo do debridamento, a terapia larval leva a redugdo do odor
fétido, e os materiais oriundos da excrecdo da larval (soro, bactérias e neutrofilos)
ativam macrofagos que induzem a cicatrizagdo, melhorando a vascularizagdo no local
da ferida, e ao crescimento de novo tecido nas feridas de dificil cicatrizacdo (Figueroa et
al., 2006; Echeverri et al., 2010; Dallavecchia et al., 2011).

A histdria mostra que as moscas sao referenciadas quanto a sua importancia para
as ciéncias forenses desde o antigo Egito, como visto no Papiro de Gizeh 18026:4:14
encontrado em uma mumia com a seguinte inscrigao: “As larvas ndo se vao transformar
em moscas dentro de ti.” Desde a sua primeira utilizagdo como resolugdo de um crime
de homicidio no século XIllIlI, na China, a utilizacdo do desenvolvimento de imaturos nos
casos periciais foi retomada no século XVII, apds a estagnacdo dos estudos forenses na
Idade Média, contribuindo com lacunas a respeito de muitas espécies e para um
distanciamento entre a medicina legal e os entomologistas, refletindo inclusive, em uma
entomologia carente nos estudos da sistematica e biologia de fauna cadavérica (Pujol-
Luz et al., 2008; Rebelo et al., 2014).

Embora alguns fatores de interferéncia no desenvolvimento dos insetos
necrofagos sejam conhecidos, devido a especificidade de algumas espécies, ainda existe
uma lacuna a respeito do grau de influéncia relacionada ao tipo de tecido colonizado.
Em estudo do desenvolvimento larval de C. albiceps Beuter & Mendes (2013)
comprovaram que o0s tecidos utilizados como substrato larval alteraram
significativamente a taxa de crescimento larval desta espécie. O mesmo foi observado
por Clark et al. (2006) ao estudarem o desenvolvimento de Lucilia sericata (Meigen,
1826) em diferentes tecidos.

Tendo vista a utilizacdo das pupas na estimativa de IPM, ensaios relacionados ao
desenvolvimento intra-pupal de califorideos tem sido objeto de investigagdes recentes
no Brasil (Karabey & Sert, 2014; Vairo et al., 2014; Ma et al., 2015; Barros-Cordeiro et
al., 2016; Li et al., 2016), incluindo C. putoria (Proenca et al., 2014). Embora C.
albiceps e C. putoria tenham sido estudadas quanto ao desenvolvimento larval e pupal,
ainda carecem informagdes a respeito da taxa de desenvolvimento destas fases em
associacédo a diferentes tecidos e temperaturas, em especial, C. albiceps por apresentar
comportamento peculiar entre os Calliphoridae, cujas larvas s@o predadoras e canibais.
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Por isso, se propos:

a) acompanhar e avaliar o desenvolvimento C. putoria em quatro tecidos de
suino (figado, pulmao, coracdo e musculo) e em trés tecidos de bovino (coracdo, pulméo
e musculo), sob temperatura constante e luminosidade dia/noite;

b) acompanhar e avaliar o desenvolvimento pds-embrionario de C. albiceps em
dois tecidos de origem animal (mdsculo bovino e pulméo suino), sob temperatura
constante e luminosidade dia/noite;

c) caracterizar e descrever o desenvolvimento intra-pupal de C. albiceps a partir
de larvas alimentadas em pulmédo suino, sob temperatura constante e luminosidade
dia/noite.

Tendo como critério de avaliacdo do aspecto biondmico das espécies estudadas
nos estudos de pds-embrionario os parametros bioldgicos: taxa de desenvolvimento
larval, pupal e total; viabilidades dos estagios de desenvolvimento; razdo sexual e taxa
de anormalidade de adultos.
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Resumo

Dipteros necréfagos sdo utilizados na entomologia forense para mensuracéo do intervalo
pos-morte (IPM) em cadaveres. A composicdo nutricional do tecido pode influenciar
retardando ou acelerando a taxa de desenvolvimento das larvas, induzindo as estimativas
de IPM imprecisos. Comparou-se o desenvolvimento pés-embrionario de Chrysomya
putoria em diferentes tecidos de suino e bovino. Larvas recém eclodidas de C. putoria
foram transferidas para os tecidos na proporcdo de 40 neolarvas/ 60 gramas de
tecido/tratamento: figado suino (T1), pulm&o suino (T2), coragdo suino (T3), musculo
suino (T4), coracdo bovino (T5), pulmé&o bovino (T6) e musculo bovino (T7), em quatro
repeticdes/ tratamento em camara climatizada a temperatura de 28°C dia/ 26°Cnoite, UR
70+10% e 12h de fotofase. Insetos criados em figado suino apresentaram
significativamente maior duracdo do estagio larval (5,2 dias), constatando-se diferenca
significativa pelo ANOVA entre os demais tratamentos (de 3,5 até 4,5 dias). A duracéo
total em figado suino (T1) apresentou desenvolvimento significativamente mais lento (8,7
dias) comparado com os outros tratamentos. Larvas alimentadas com pulmé&o suino (T2),
apresentaram-se significativamente mais pesadas (x = 61.2 mg) em relacdo a larvas

alimentadas em figado suino (T1), musculo suino (T4), pulmdo bovino (T6) e musculo
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bovino (T7). A viabilidade total revelou indices elevados (acima de 76%) para todos 0s
tratamentos exceto em T1 (66%). N&o ocorreu desvio da razdo sexual e o percentual de
anormalidade se manteve dentro do esperado. Os resultados mostram a necessidade de se
levar em consideracdo o tecido em que desenvolveram as larvas de cadaveres para

estudos forenses para maior precisdo para o calculo do IPM.

Palavras-chave: Mosca varejeira, taxa de desenvolvimento, intervalo pds-morte, inseto

necrofago

Abstract

Necrophagous diptera are used in forensic entomology to measure the postmortem
interval (PMI) of cadavers. PMI estimates based on fly larvae, however, can be inaccurate
when larval development is retarded or accelerated by the nutritional composition of the
cadaveric tissue. Here we compared the post-embryonic development of Chrysomya
putoria on different tissues of pig and cow. Newly hatched fly larvae were placed on the
following tissues at the following proportions: 40 neolarvae/ 60 grams of tissue/treatment:
swine liver (T1), swine lung (T2), swine heart (T3), swine muscle (T4), bovine heart (T5),
bovine lung (T6) and bovine muscle (T7). There were four replicates/ treatment.
Experiments were conducted in controlled conditions (28°C day, 26°C night, RH 70+10%
and 12h of photophase). Fly larvae reared on swine liver took longer to develop (5.2 days)
than flies reared on other substrates (from 3.5 to 4.5 days), and this difference was
significant according to ANOVA tests. The total duration of development on swine liver
(T1) was significantly slower (8.7 days) when compared to the other treatments. Larvae
reared on swine lungs (T2) were significantly heavier (x = 61.2 mg) than larvae reared on
swine liver (T1), swine muscle (T4), bovine lung (T6) and bovine muscle (T7). Total
larval viability was high (above 76%) in all treatments except for T1 (66%). There was no
deviation from the expected sex ratio and the percentage of abnormalities remained within
the expected range. These results reinforce the idea that, to achieve greater accuracy in
PMI estimates, the type of tissue on which the larvae develops needs to be taken into

account.

Keywords: Blowfly, development rate, post-mortem interval, insect necrophagus
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Introducéo

Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) é um dptero da familia Calliphoridae,
originario da Africa, popularmente conhecido como mosca varejeira que teve seu primeiro
registro, no Brasil, em 1978 (Guimardes et al., 1978). O comportamento sinantropico pode ter
influenciado na adaptacdo e dispersdo da espécie que atualmente, encontra-se dispersa nos
biomas da Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pampa. Além do Brasil, sua distribui¢do
geogréfica atual, aponta a presenca em outros paises da América do Sul (Argentina, Bolivia,
Colémbia, Paraguai e Peru) e América Central (Panaméa) (Mello et al., 2007; Castro et al.,
2010; Kosmann et al., 2013; Barbosa et al., 2014).

C. putoria destaca-se em importancia médico-sanitaria como potencial vetor de
patdgenos em decorréncia de seu habito alimentar e reprodutivo, sendo encontrada
frequentemente em &reas rurais e urbanas, visitando fezes e cadaveres de animais (Furlanetto
et al., 1984; Oliveira et al., 2002; Thyssen et al., 2004). As fémeas adultas utilizam esses
substratos para amadurecimento dos ovos, oviposicdo e desenvolvimento das larvas,
contribuindo ativamente no processo de decomposi¢do (Guimaraes et al., 1978, Souza &
Linhares, 1997; Mulieri et al., 2006; Estrada et al., 2009).

A acdo decompositora das larvas de C. putoria os torna de elevada importancia para a
entomologia forense (Amendt et al., 2004; Oliveira-Costa, 2007), com registros deste diptero
colonizando cadaveres humanos nas regiGes Nordeste (Pernambuco) e Sudeste (Rio de
Janeiro) do Brasil (Salviano et al., 1996; Oliveira & Vasconcelos, 2010). Muitas drogas
podem gerar efeitos no desenvolvimento de artropodes de importancia forense por estes
serem afetados pela acdo das mesmas ou de seus metabdlitos quando presentes no corpo.
Baseado nisto, Ferraz et al., (2014ab; 2016) testaram o desenvolvimento de C. putoria
utilizando dieta com acréscimo de antibidticos (ampicilina, gentamicina e ciprofloxacina) em
diferentes concentracOes para estudar a taxa de crescimento das larvas sob efeito destas
substancias.

Para a aplicagdo da entomologia forense é imprescindivel conhecer o
desenvolvimento do inseto em laboratorio para que possa ser utilizado nos calculos do IPM.
Contudo, a auséncia de um substrato artificial que substitua a carne, suprindo as necessidades
nutricionais dos imaturos, desta e de outras espécies necrdfagas coletadas em cadaveres
(Estrada et al., 2009), reforca a necessidade de estudos a respeito do desenvolvimento destes
imaturos, utilizando a carne como substrato, sob condi¢cbes de laboratdrio, simulando

variacbes de temperatura e luminosidade, contribuindo com dados importantes para
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entomologia forense (Rabélo et al., 2011). As caracteristicas organolépticas da carne bovina,
aliadas aos habitos alimentar e reprodutivo dos dipteros necréfagos foram determinantes para
que Ullyett (1950) e Marckenko (1985) destacassem em seus estudos a preferéncia pela carne
bovina como substrato para suas criagdes em laboratorio.

Por outro lado, utilizado como modelo experimental desde 1540, devido,
principalmente, as semelhancas fisiologicas com as do homem (Swinddle, 1994; Mariano,
2003), o porco domeéstico, Sus scrofa domesticus Linnaeus, 1758, € comumente utilizado
como substrato nos estudos de sucessao ecoldgica de entomofauna sapronecréfaga, que na
maioria das vezes, relataram a presenca de imaturos de C. putoria colonizando tecidos (Rosa
et al., 2009; Biavati et al., 2010; Oliveira-Costa et al., 2013; Cruz et al., 2014; Cavalcante et
al., 2015). Norris (1965) ja referia que a colonizagéo em diferentes tecidos e/ou visceras, pode
alterar o desenvolvimento de imaturos de insetos sapronecréfagos. O que foi comprovado por
Clarck et al., (2006) e Beuter et al., (2013), ao testarem diferentes tecidos de suino, no
desenvolvimento de duas espécies de Calliphoridae, Lucilia sericata (Meigen, 1826) e
Chrysomya albiceps (Wiedemann, 1819), respectivamente, observaram alteragdes
significativas na duracdo dos estagios de desenvolvimento.

Diante disto, esta pesquisa pretende contribuir com dados para as ciéncias forenses,
estudando o desenvolvimento pos-embrionario de C. putoria em tecidos de suino e bovino
(coragdo, figado, pulméo e musculo) avaliando-se o ganho de massa corporal dos imaturos, a
duracdo e viabilidades dos estagios de desenvolvimento das fases de larva, pupa e total (de

neolarvas a adultos), razdo sexual e anormalidade dos adultos.

Material e Métodos

Coleta e criacédo da coldnia estoque. Adultos de Calliphoridae foram capturados por
meio de duas armadilhas aéreas, confeccionadas com garrafas de Polietileno Tereftalato
(PET) de 2 litros, modificadas do modelo Mello et al., (2007), sendo utilizado 200 gramas de
sardinha fresca como isca atrativa em cada armadilha. As armadilhas foram instaladas em
uma arvore proxima as lixeiras (22°54°20,9”S, 043°13°45,8”W) no Jardim Zoologico do Rio
de Janeiro, localizado no Parque da Quinta da Boa Vista, s/h, Sdo Cristovao, Rio de Janeiro,
Brasil, onde permaneceram por 48 horas (Figura 1 A a D). Apds esse periodo foram retiradas
e transportadas para o Laboratério de Estudo de Dipteros (LED/UNIRIO) do Instituto
Biomédico da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro para inicio do estudo.

No LED/UNIRIO, os espécimes foram expostos por cerca de dois minutos a uma
temperatura de -15°C para diminuir a atividade metabdlica, e realizagdo do processo de
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identificacdo com auxilio de microscdpio estereoscopio e chave taxonémica de Mello (2003).
Os adultos de C. putoria foram mantidos em gaiolas de criagdo de polipropileno (45 cm x 30
cm x 20 cm), alimentados diariamente com mel a 50%, H,O e proteina (moela de frango)

para o estabelecimento da colnia estoque (Figura 1 E a G).

B
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Figura 1: Coleta e criagdo da colonia estoque. Armadilha aérea instalada no ponto de coleta, localizado em
frente as lixeiras (A e B); Isca atrativa utilizada (C); Area de coleta (D); Triagem (E); Gaiola de criacéo (F);
Colonia estoque estabelecida (G).

Fase experimental. O experimento teve inicio quando a massa de ovos depositada na
proteina animal (moela de frango) que serviu para estimulo de postura foi retirada das gaiolas
de C. putoria (Figura 2 A). Os ovos permaneceram na proteina até a eclosdo das neolarvas
(https://youtu.be/cOSHRVzDYyw) (Figura 2 B). Larvas recém eclodidas (neolarvas) das

geracbes G1 e G2 foram transferidas para tecidos de suino e bovino, previamente
descongelados por 16 horas em temperatura ambiente, cortados em cubos de
aproximadamente 2 cm®, na proporcao de 40 neolarvas para 60 gramas de tecido animal para
cada tratamento: figado suino (T1); pulma&o suino (T2); coracdo suino (T3) e musculo suino
(T4); coragdo bovino (T5); pulméo bovino (T6) e musculo bovino (T7), em quatro repeticdes
para cada tratamento, totalizando 1120 larvas de 1° estadio (Figura 2 C a E).

Cada 60 gramas de tecido foi acondicionado em recipiente de poliestireno de 100 mL,
introduzido em recipiente de poliestireno de 400 mL, previamente forrados com maravalha
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esterilizada e cobertos por tecido de nailon, preso com elastico. Os tratamentos foram
mantidos em camara climatizada (BOD) a 28°C dia/ 26°C noite, UR 70+10% e 12 horas de
fotofase iniciando as 6 horas, com observagdo dos parametros biol6gicos a cada 12 horas
(Figura 2 F).

A medida que as larvas de 3° estadio (L3) abandonaram a dieta, foram separadas em
lotes de cinco, registrando-se a massa corporal (gramas) em balanca digital semianalitica, sob
placa de Petri, e em seguida, armazenadas em tubos de ensaio contendo maravalha
esterilizada, cobertos com tecido de nailon presos com elastico e mantidos na camara

climatizada até a emergéncia do adulto (Figura2 G a J).

Figura 2: Fase experimental. Postura de estimulo com massa de OvOS (A); Ecloséo das
neolarvas (B); Corte dos tecidos (C); Pesagem dos tecidos (D); Transferéncia das neolarvas para
o tecido (E); Armazenamento dos tecidos em BOD (F); Pesagem das larvas de 3° estadio (G);
Armazenamento das larvas em tubo de ensaio (H); Adultos recém emergidos (I; J).

Parametros biologicos e analise estatistica. Para avaliar o desenvolvimento dos
insetos em cada tecido animal foram utilizados os pardmetros: massa corporal das larvas
maduras, duracdo e viabilidades dos estagios larval, pupal e de neolarvas a adulto,
anormalidade dos adultos, ritmo de abandono de larvas da dieta, de pupariacdo e de
emergéncia e razdo sexual. Os valores de todas as médias foram submetidos a Analise de
Variancia (ANOVA) (um critério) e comparadas entre si pelo pds teste Tukey (p = 0,05). O
desvio padrao e valores de intervalo entre as médias foram obtidos por estatistica descritiva de
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dados quantitativos. Os valores de razdo sexual foram calculados utilizando a formula:
F ~ A " ~
rs=— (rs = raz&o sexual, F = fémeas, M = machos), a fim de obter a proporcao esperada

1:1 (= 0,50) e a normalidade, de acordo com a frequéncia esperada (%).

Resultados

No confronto entre os tratamentos de suino e bovino, observou-se que a fase larval
apresentou diferenca significativa na duracdo média (dias) de desenvolvimento (F =5,86; p =
0,0013) entre o T1 (figado suino) e os demais tratamentos. Insetos criados em figado suino
apresentaram o maior intervalo individual médio na fase de abandono larval (5,2 dias),
constatando-se diferenca significativa entre os demais tratamentos que levaram em média de
4,0 a 4,5 dias para 0 abandono total das dietas (Tabela 1).

A fase pupal também apresentou diferenca significativa na duracdo média (dias) entre
os tratamentos de suino e bovino (F = 5,28; p = 0,0021). Figado suino (T1) apresentou estagio
pupal significativamente menor (3,5 dias), comparado com todos os tratamentos de origem
bovina (T5- coracdo bovino, T6- pulmdo bovino e T7- masculo bovino). Verificou-se que
musculo suino (T4) e masculo bovino (T7) tambeém apresentaram diferenca significativa entre
si (Tabela 1).

Da mesma forma, a duracdo total (neolarvas a emergéncia dos adultos) em figado
suino (T1) apresentou desenvolvimento significativamente mais lento, onde os insetos
levaram em média 8,7 dias para completarem o seu desenvolvimento, comparado com o0s
outros tratamentos avaliados (T2, T3, T4, T5, T6 e T7), que ndo apresentaram diferenca
significativa entre si, onde observou-se a média de emergéncia de adultos entre 7,6 a 8,0 dias
de desenvolvimento (Tabela 1).

Quanto ao peso individual médio das larvas maduras (mg) foi observado diferenca
significativa entre os tecidos de suino e bovino (F = 9,62; p = 0,0001) (Tabela 2). Larvas
alimentadas com pulmé&o suino (T2), apresentaram-se em média, significativamente mais
pesadas (x = 61,2 mg) em relagdo a larvas alimentadas em figado suino (T1), mdsculo suino
(T4), pulmao bovino (T6) e musculo bovino (T7) (Tabela 2). Os insetos apresentaram massa
corporal significativamente reduzida (x = 40,1 mg) quando alimentados com figado suino
(T1) em relacdo a coracdo suino (T3), pulm&o bovino (T6) e musculo bovino (T7). O
desenvolvimento dos insetos em coragdo suino (T3) apresentou significativamente maior
ganho de massa corporea em relacéo figado suino (T1) e masculo suino (T4), e de musculo

bovino (T7). Musculo de suino (T4), por outro lado, gerou individuos com reduzida massa
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em relacéo a pulmao suino (T2) e coracao suino (T3) (Tabela 2).

O ritmo de abandono de larvas maduras da dieta, pupariacdo e emergéncia dos adultos
de C. putoria alimentadas nos tecidos de suino e bovino estdo representados nas Figuras 3 e 4,
respectivamente.

Em suino, o pico de abandono de larvas maduras da dieta ocorreu no 3° dia para 0s
insetos alimentados com pulméo (T2), coracdo (T3) e musculo (T4), no entanto, insetos
criados em figado (T1) apresentaram pico de abandono posterior, no 4° dia (Figura 3).

A pupariacdo ficou compreendida entre o0 4° e 8° dias. Como consequéncia do retardo
no abandono de larvas no T1 (figado suino) observou-se pico de pupariacéo posterior, no 5°
dia, para insetos criados neste tecido quando comparados com insetos criados em pulmao
suino (T2), coracdo suino (T3) e musculo suino (T4), que apresentaram pico no 4° dia (Figura
3). A emergéncia dos adultos teve inicio no 7° dia e se manteve até o 13° dia. O pico foi
observado no 8° dia para todos os tratamentos, com excecdo do T1 (figado) cujos insetos
emergiram em maior nimero no 8° e 9° dias (Figura 3).

Em bovino, a maioria das larvas abandonou a dieta no 3° e 4° dias de
desenvolvimento em todos os tecidos estudados (Figura 4). A pupariacéo de todos os insetos
nos diferentes tratamentos ocorreu entre 0 4° e 7° dia, com pico no 4° dia (Figura 4). Todos
adultos emergiram dos tratamentos de bovino entre o 7° e 10° dia, observando-se pico de
emergéncia no 8° dia (Figura 4).

As taxas de viabilidade larval e pupal foram elevadas (acima de 86%) em todos 0s
tratamentos avaliados (T2, T3, T4, T5 e T6), exceto no T1 (figado de suino) apresentando-se
inferior (77%). Da mesma forma, a viabilidade total também se mostrou com indices elevados
(acima de 76%) para todos os tratamentos com excecdo do T1 onde 66% das larvas
desenvolveram até adultos (Tabela 3).

A razdo sexual se manteve proximo do esperado quase todos os tratamentos
(proporgdo 1:1), com excessdao de musculo suino (T4). Nao foram observados insetos
anormais, isto €, com qualquer deformidade morfologica, quando estes foram criados em
tecido bovino, bem como, em figado suino. Nos tratamentos de suino, o percentual de

anormalidade se manteve em 1%, porém considerado dentro do esperado (Tabela 3).
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Tabela 1: Duracdo dos estagios de desenvolvimento pos-embrionario de Chrysomya putoria oriundas de tecidos suino e bovino. Anélise de
Variancia (ANOVA) e pos teste Tukey a temperatura de 28°C dia/ 26°C noite, UR 70+10% e 12h de fotofase.

p = valor de significAncia (Tukey)

Tratamento' X+o V. TL(FS) T2(PS) T3(CS) T4(MS) T5(CB) T6(PB) T7(MB)
T1(FS) 52+0,82 3-10 - 0,01 0,01 0,05 0,01 0,01 0,05
T2(PS) 40+004 3-6 0,01 - ns ns ns ns ns
T3(CS) 40+£000 3-7 0,01 ns - ns ns ns ns

= T4(MS) 43+024 3-7 0,05 ns ns - ns ns ns
g T5(CB) 42+020 3-7 0,01 ns ns ns - ns ns
Eg T6(PB) 42+013 3-6 0,01 ns ns ns ns - ns
(& T7(MB) 45+042 3-5 0,01 ns ns ns ns ns -
TL1(FS) 35+0,39 4-11 - ns ns ns 0,05 0,05 0,01
T2(PS) 39+0,08 4-7 ns - ns ns ns ns ns
T3(CS) 39+025 4-8 ns ns - ns ns ns ns
= T4(MS) 38+0,17 4-8 ns ns ns - ns ns 0,05
g T5(CB) 36+030 4-7 0,05 ns ns ns - ns ns
@  T6(PB) 3,7+0,12 4-7 0,05 ns ns ns ns ns ns
i T7(MB) 37050 4-6 0,01 ns ns - ns ns -
T1(FS) 87+042 8-13 - 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
T2(PS) 8,0+£006 7-11 0,01 - ns ns ns ns ns
T T3(CS) 8,0+£0,00 7-9 0,01 ns - ns ns ns ns
2 T4MmS) 80+013 7-11 001  ns ns - ns ns ns
‘% T5(CB) 76+030 7-8 0,01 ns ns ns - ns ns
5 T6(PB) 7,7+011 7-10 0,01 ns ns ns ns - ns
o T7(MB) 8,0+0,02 7-10 0,01 ns ns ns ns ns -

x=média dos dias; o = desvio padrdo; I.V. = intervalo de variagdo (minimo e maximo de duracdo em dias nos estagios). Tratamentos = T1(FS) (figado suino);
T2(FS) (coracédo suino); T3(PS) (pulméo suino); T4(MS) (musculo suino); T5(CB) (coracdo bovino); T6(PB) (pulmé&o bovino) e T7(MB) (muasculo bovino).

29



Tabela 2: Peso individual (mg) de larvas maduras de Chrysomya putoria oriundas de tecidos suino e bovino. Anélise da variancia (ANOVA) e
pos teste Tukey e razao sexual em temperatura controlada de 28°C dia/ 26°C noite, UR 70£10% e 12h de fotofase.

p = valor de significancia (Tukey)
T1(FS) T2(PS) T3(CS) T4(MS) T5(CB) T6(PB) T7(MB)

Tratamento Peso individual médio (mg) + ¢

T1(FS) 40,1 + 0,002 0,038-0,042 - 0,01 0,01 ns 0,05 ns ns
T2(PS) 61,2 + 0,005 0,055-0,065 0,01 - ns 0,01 ns 0,05 0,01
T3(CS) 58,7 + 0,007 0,051-0,067 0,01 ns - 0,05 ns ns 0,05
T4(MS) 47,6 £ 0,007 0,043-0,057 ns 0,01 0,05 - ns ns ns
T5(CB) 51,7 £ 0,002 0,050-0,054 0,05 ns ns ns - ns ns
T6(PB) 50,2 + 0,005 0,046-0,057 ns 0,05 0,05 ns ns - ns
T7(MB) 46,5 + 0,002 0,044-0,048 ns 0,01 0,01 ns ns ns -

o= desvio padrdo; I.V. = intervalo de variagdo (minimo e maximo). Tratamentos = T1(FS) (figado suino); T2(CS) (coragdo suino); T3(FS) (pulmao suino);
T4(MS) (musculo suino); T5(CB) (coragdo bovino); T6(PB) (pulméo bovino) e T7(MB) (musculo bovino).
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Figura 3: Ritmo de abandono de larvas da dieta, pupariacdo e emergéncia de adultos de
Chrysomya putoria criadas em figado suino (T1), pulm&o suino (T2), coracdo suino (T3) e
masculo suino (T4), a temperatura de 28°C dia/ 26°C noite, UR 70+10% e 12h de fotofase.
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Figura 4: Ritmo de abandono de larvas da dieta, pupariacdo e emegéncia de Chrysomya putoria
criadas em coracdo bovino (T5), pulmdo bovino (T6), musculo bovino (T7) a temperatura de
28°C dia/ 26°C noite, UR 70£10% e 12h de fotofase.
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Tabela 3: Razdo sexual; Frequéncia e Anélise da variancia (ANOVA) com pos teste
Tukey das viabilidades larval, pupal e total de Chrysomya putoria oriundas de tecidos
suino e bovino em temperatura controlada de 28°C dia/ 26°C noite, UR 70+£10% e 12h
de fotofase.

Viabilidade

Tratamentos Razao %.
% larval % pupal % total sexual Normalidade
T1(FS) 77a 77a 62a 0,58 100
T2(PS) 94b 94b 92b 0,46 99
T3(CS) 87a 86a 78a 0,52 99
T4(MS) 98c 97c 87c 0,39 99
T5(CB) 89a 89a 76a 0,55 100
T6(PB) 94d 94d 78a 0,51 100
T7(MB) 89a 8% 83d 0,46 100

~ , F . L ey
*Razdo sexual calculada pela formula: rs = **Percentuais de viabilidade com letras

diferentes, diferem significativamente entre si e com letras iguais ndo diferem
significativamente pelo pos teste Tukey.

Discussao

O ritmo de abandono de larvas de C. putoria maduras da dieta mostrou que as larvas
alimentadas em figado suino (T1) foram mais lentas no desenvolvimento quando comparadas
a todos os outros tratamentos, provavelmente a baixa velocidade refletiu em uma reducdo da
massa corporal. Por outro lado, larvas alimentadas em outros tecidos de suino e bovino
desenvolveram em menor tempo, e em T2 (pulmé&o suino), T3 (coracdo suino) e T5 (coragao
bovino) obtiveram significativamente um maior ganho de massa corporal comparada aquelas
originadas do figado suino (T1), corroborando com Ribeiro & Milward-de-Azevedo (1997)
ao afirmarem que velocidade do desenvolvimento estaria associada a uma maior taxa de
assimilacéo de nutrientes e refletida no aumento de peso.

Segundo dados fornecidos pelo Departamento de Informética e Saude da Escola
Paulista de Medicina (DISEPM 2016), cada 100 g de figado bovino apresenta em sua
composi¢do quimica: agua (70,81 g), calorias (135 Kcal), proteina (20,36 g) e gorduras totais
(3,63 @), além de textura, dureza e homogeneidade considerados por Parra (2001) como
essenciais para nutrir as larvas. Contudo, convem ressaltar e considerar a atuacdo do figado

como orgdo filtrador de impurezas e toxinas transportadas pelo sangue. Desta forma, o
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desenvolvimento das larvas poderia estar suscetivel a influéncia de eventuais residuos de
toxinas (Estrada et al., 2009), o que provavelmente poderia explicar uma desaceleracdo do
desenvolvimento dos insetos em figado suino (T1).

Considerando tais resultados em uma determinacdo do IPM, pela entomologia
forense, utilizando como método, o desenvolvimento fisiologico (Oliveira-Costa, 2007), o
contraste observado neste estudo, na fase larval, onde as larvas criadas no figado suino
apresentaram um desenvolvimento mais lento, poderiam induzir a uma imprecisao do célculo.
Introna et al., (2001) e Estrada et al., (2009) sublinharam em seus estudos, semelhante
observacdo, de que a presenca de certas substancias como hormonios, drogas ou Sseus
metabolitos nos tecidos pode influenciar o desenvolvimento de insetos necr6fagos que os
colonizam, e seus efeitos poderiam induzir a uma imprecisdo de sua idade e
consequentemente da estimativa do IPM.

Na avaliacdo do desempenho das dietas, Ribeiro & Milward-de-Azevedo (1997) e
Barbosa et al., (2004) destacaram a importancia da dieta de criacdo das matrizes das larvas e 0
efeito materno. Assim, convém consideramos qualquer interferéncia do efeito materno no
consumo e/ou assimilacéo de nutrientes, resultando em uma reducédo de peso ou viabilidades
dos insetos adultos. No presente estudo, apesar das matrizes terem sido criadas em moela
putrefata, considerou-se que todos os tratamentos avaliados estiveram sob a mesma
influéncia, ndo interferindo nos resultados encontrados.

A fim de evitar que a densidade influenciasse na avaliacdo da eficiéncia da dieta,
induzindo ao abandono precoce por falta de nutrientes e/ou excesso de populagéo, ou ainda,
que a atividade metabdlica das larvas resultasse em alteragdes quimicas no substrato, a
quantidade de carne nos tratamentos foi superior a propor¢do recomendada por Aguiar-
Coelho et al., (1995) de 1 larva/ 1 grama de tecido, considerada a densidade relativa ideal para
criacdo de diferentes califorideos. No presente estudo, foram utilizadas 40 neolarvas para 60g
de dieta, neste caso, a normalidade de 100% dos insetos na maioria dos tratamentos pode
indicar que a densidade da dieta, bem como os outros parametros fisicos e quimicos dos
tecidos foram adequados para o desenvolvimento das larvas.

Os valores de peso médio individual significativamente menor observado no T1
(figado suino) (40,1 mg), ndo impediu que as larvas maduras originassem adultos, no entanto,
observou-se uma diminuicdo da viabilidade total com desenvolvimento de 62% dos insetos.
Resultados diferentes foram encontrados por Queiroz & Milward-de-Azevedo (1991) ao
estudarem o desenvolvimento de C. albiceps em carne equina a 27°C, observaram que larvas

maduras com peso entre 38-42 mg pupariaram, mas ndo originariam adultos, e Levot et al.,
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(1979) ao estudarem desenvolvimento em figado bovino de alguns sarcofagideos e
califorideos dentre eles Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) e Chrysomya rufifacies
(Macquart, 1842), ambos Diptera, Calliphoridae a 27°C/28°C, observaram que larvas
maduras com peso minimo de 40,2 mg ndo pupariaram. Desta forma, embora no presente
estudo tenha sido observado menor viabilidade na fase adulta, o percentual obtido em figado
suino (T1), o baixo ganho de massa corporal 40,1 mg reforca que houve assimilagdo dos
nutrientes na fase larval suficiente para originar adultos viaveis.

Outros estudos avaliaram a influéncia de carne de bovino e suino em
desenvolvimento pos-embrionarios e obtiveram resultados proximos aos apresentados neste
estudo. Ferraz et al., (2011), no estudo com dietas alternativas para C. putoria utilizando carne
bovina como controle em temperatura ambiente a 21,2°C/25°C, obtiveram uma duracéo
média na fase larval menor de 4,1dias (x = 4,050, sd = 0,068). Entretanto, as fases pupal e de
neolarva a adultos, foram mais longas, durando em média 4,3 dias (x = 4,278 sd = 0,099) e
8,9 dias (x = 8,868 sd = 0,102), respectivamente. A variacdo entre os dois estudos pode ser
justificada pelas diferentes temperaturas em que os insetos foram submetidos.

Clark et al., (2006) em estudo pos-embrionario de Lucilia sericata (Meigen, 1826)
(Diptera: Calliphoridae) utilizando coracéo, pulméo e figado de suino e bovino e trabalhando
a 25°C, observaram que as larvas iniciaram abandono no 2° dia, entretanto, larvas criadas em
tecidos suinos foram mais precoces, do que as criadas em tecido bovino. Contudo, o
desenvolvimento total (larva/adulto) nos tratamentos ocorreu em 12 dias. Neste estudo, as
larvas alimentadas nos tratamentos de suino e bovino, iniciaram o abandono no 3° dia,
apresentando desenvolvimento significativamente mais reduzido em figado suino (T1)
comparado aos demais tratamentos. O coragdo bovino (T5), completando todo o
desenvolvimento em tempos distintos, sendo menor nos tecidos de bovino (oito dias). Estas
diferencas sdo esperadas por se tratarem de espécies diferentes do presente estudo, bem como
condicOes ambientais.

No presente estudo, dos sete tecidos avaliados, seis (pulmdo suino, coragdo suino,
musculo suino, cora¢do bovino, pulm&o bovino e masculo bovino) demonstraram potencial
nutricional e influéncia positiva para o desenvolvimento de imaturos de C. putoria sob
condigBes artificiais. O mesmo ndo foi observado em figado suino, onde foram observadas
alteracdes nas taxas de desenvolvimento larval e duragdo total, e menores percentuais de
viabilidades nos estagios de desenvolvimento, demonstrando néo ser tdo efetivo para esta
espécie. E importante salientar que diante destes resultados estas dietas podem favorecer

pesquisas que necessitem a criacdo em massa de C. putoria.
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Tais contrastes sdo relevantes e devem ser levados em consideracdo em estudos
forenses durante a coleta de larvas em cadaveres em avangado processo de putrefacao,
auxiliando na determinacdo da idade das larvas coletadas em determinado 6rgdo humano.
Neste caso, considerando que estas larvas poderdo estar colonizando os mesmos tecidos
testados neste estudo, os resultados obtidos poderédo contribuir para comparacéo de possiveis
diferencas de desenvolvimento entre larvas criadas em um ou mais 6rgdos na tentativa de
reduzir imprecisdes de calculo, principalmente, quando estas larvas estiverem colonizando o

figado, devido a lentiddo do seu crescimento.
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Resumo

A estimativa do intervalo pds-morte pela entomologia forense se baseia no tempo de
desenvolvimento das larvas de dipteros necr6fagos sobre um cadaver. Assim, a
composigdo nutricional do tecido pode influenciar retardando ou acelerando a taxa de
desenvolvimento dessas larvas no tecido, induzindo a dados imprecisos. Comparou-se 0
desenvolvimento pds-embrionario de Chrysomya albiceps em tecido de bovino e suino.
Larvas recém eclodidas de C. albiceps foram transferidas para os tecidos na proporgao
de 40 neolarvas /60 gramas de tecido/tratamento: musculo bovino (controle) e pulméo
suino (T1), em quatro repeticdes/ tratamento em camara climatizada a temperatura de
28°C dia/26°C noite, UR 70+10% e 12h de fotofase. Insetos criados em musculo bovino
apresentaram significativamente maior duracgéo da fase larval (7,9 dias), constatando-se
diferenga significativa pelo ANOVA em relacdo a pulmdo suino (6,5 dias). A duracéo
total em masculo bovino apresentou desenvolvimento significativamente mais lento
(12,2 dias) comparado a pulmdo suino. Larvas alimentadas com pulmé&o suino,
apresentaram-se significativamente mais pesadas (x = 87,2 mg) em relacdo as larvas
alimentadas no musculo bovino. A viabilidade total revelou indice elevado em pulméo

suino (acima de 68%). A razdo sexual se manteve mais proxima da proporcao 1:1 em

41



musculo bovino (rs = 0,59), com maior proporcdao de fémeas. O percentual de
anormalidade se manteve dentro do esperado. Os resultados mostram que os diferentes
tecidos influenciaram no desenvolvimento larval, sublinhando a importancia de
considerar o tipo de tecido cadaveérico colonizado pelas larvas nos estudos forenses
qguando o método de desenvolvimento for utilizado para o célculo do IPM, na tentativa

de reduzir imprecis@es do calculo.

Palavras-chave: Entomologia forense, tecido suino, tecido bovino, intervalo pds-morte

Abstract

The postmortem interval estimation by forensic entomology is based on the time of
development of the necrophagous diptera larvae on a corpse. Thus, the nutritional
composition of the tissue may influence retarding or accelerating the rate of
development of such larvae in the tissue, inducing imprecise data. The post-embryonic
development of Chrysomya albiceps was compared in bovine and swine tissue. Newly
hatched larvae of C. albiceps were transferred to the tissues at a ratio of 40 neolarvae /
60 grams of tissue / treatment: bovine muscle (control) and swine lung (T1), in four
replicates / treatment in controlled conditions at a temperature of 28°C day/ 26°C night,
RH 70+10% and 12h photophase. Insects created in bovine muscle showed significantly
longer duration of the larval phase (7.9 days), showing a significant difference by
ANOVA in relation to swine lung (6.5 days). The total duration in bovine muscle
presented a significantly slower development (12.2 days) compared to swine lung.
Larvae fed swine lung were significantly heavier ( = 87.2 mg) in relation to the larvae
fed on the bovine muscle. Total viability revealed a high index in swine lung (over
68%). The sex ratio remained closer to the 1:1 ratio in bovine muscle (rs = 0.59), with a
higher proportion of females. The percentage of abnormality remained within the
expected range. The results show that the different tissues influenced the larval
development, underlining the importance of considering the type of cadaveric tissue
colonized by the larvae in the forensic studies when the development method is used to
calculate the PMI, in an attempt to reduce imprecision of the calculation.

Keywords: Forensic entomology, swine tissue, bovine tissue, postmortem interval
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Introducéo

Chrysomya albiceps (Wiedemann, 1819) é uma especie exdtica, originaria dos
tropicos do Velho Mundo, ocupa atualmente além das regides da Africa, América do Sul,
partes da Europa e Asia (Guimardes et al., 1978; Al Shareef & Al-Qurashi, 2016). O
comportamento sinantropico e endofilo aliado a variedade de substratos visitados pelos
adultos pode ter contribuido para a sua rapida adaptacdo e disperséo (Gagné, 1981; Nespoli et
al., 1998). No Brasil, a espécie se destaca em importancia médico-sanitéria por ser observada
visitando lixdes, por ser atraida por sangue, carne fresca ou putrefata e fezes, a0 mesmo
tempo em que € encontrada em feiras livres e mercados, tornando-se potencial vetora
mecanica de patdgenos, além disto, pode estar associada a miiases em animais e/ou humanos
(Zumpt, 1965; Linhares, 1981; Braack & Retief, 1986; Nespoli et al., 1998; Ferraz et al.,
2011).

Estudos relacionados a entomofauna cadavérica evidenciaram a espécie como
pioneira na colonizacdo de cadaveres de animais em area urbana, na regido Sudeste e Norte
do Brasil, destacando a importancia forense desta espécie para estimativa do intervalo pos-
morte (IPM) (Souza & Linhares, 1997; Oliveira-Costa, 2000). Carvalho et al., (2004),
observaram adultos da espécie atingindo cadaveres de Sus scrofa domesticus Linnaeus, 1758
em éarea urbana logo ap0s a exposicao, ressaltando o predominio da espécie durante todo o
periodo de decomposicdo, possivelmente justificado pelo comportamento predatorio das
larvas (Queiroz & Milward-de-Azevedo, 1991). Outros estudos nestas regides tambéem
observaram a presenca em cadaveres humanos em &rea natural e urbana (Salviano et al.,
1996; Oliveira-Costa et al., 2001; 2005; Andrade et al., 2005).

Como entomo-indicador forense, a espécie contribui para a estimativa do IPM pelo
meétodo entomoldgico, no estabelecimento do tempo minimo e maximo, entre a morte e a data
em que o corpo foi encontrado com base na idade da larva, alem de indicar possiveis
mudangas ou injurias sofridas apo6s a morte, bem como, causas ou circunstancias relacionadas
a morte, podendo contribuir, inclusive, nos estudos de entomotoxicologia (Leccese, 2004,
Oliveira-Costa, 2007).

Na tentativa de demonstrar a capacidade de desenvolvimento de C. albiceps em
laboratorio, diversos ensaios utilizaram dietas naturais com diferentes valores nutricionais
como carne bovina (Ullyet, 1950; Marckenko, 1985; Al-Misned et al., 2002; Grassberger,
2003; Kheirallah, 2007; Cordeiro, 2011; Al Shareef & Al-Qurashi, 2016), carne equina
(Queiroz & Milward-de-Azevedo, 1991; Aguiar-Coelho & Milward-de-Azevedo, 1995;
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Queiroz, 1996); coelho (Carvalho et al., 2012); frango (Richards et al., 2007) e dietas
artificiais (Estrada et al., 2009; Ferraz et al., 2011).

Embora suinos sejam utilizados como modelo de estudo forense, devido a semelhanga
fisiologica com a carne humana (Swinddle, 1994; Mariano, 2003), existe uma lacuna a
respeito do uso da carne suina no desenvolvimento dessa espécie em laboratdrio. Beuter et al.,
(2013) estudaram o desenvolvimento de larvas de C. albiceps em gordura, cérebro e carne de
suino em laboratorio e obtiveram uma disparidade no tempo de desenvolvimento das larvas.

Em razdo de as larvas coletadas nos cadaveres serem mantidas em dieta larval sob
condicOes artificiais até a emergéncia do adulto para que se proceda a identificacdo da
espécie, torna-se relevante para a entomologia forense, na tentativa de reduzir o grau de
imprecisdo do IPM, o conhecimento de possiveis alteragdes nas taxas de desenvolvimento de
C. albiceps guando criadas em diferentes substratos. Clark et al., (2006) observaram que
larvas de Lucilia sericata (Meigen) (Diptera: Calliphoridae) apresentaram taxa de
desenvolvimento mais acelerado em tecidos de suino comparada a bovino, e quando criadas
em pulmao comparado a figado. O presente estudo pretende avaliar o desempenho de C.
albiceps criada em pulmdo suino, utilizando como controle masculo bovino, visando
contribuir com dados para serem utilizados na entomologia forense, além de preencher as
lacunas a respeito da eficiéncia deste tecido como substrato de criacdo para a espécie em
laboratdrio.

Material e Métodos

Coleta e estabelecimento da col6nia estoque. Espécimes adultos de Calliphoridae
foram capturados por meio de duas armadilhas aéreas, confeccionadas com garrafas de
Polietileno Tereftalato (PET) de 2 litros modificada de Mello et al., (2007) (Figura 1), tendo
como isca atrativa em cada armadilha, 200 gramas de sardinha fresca (Figura 2 A; B) .

Estas foram instaladas em uma arvore, a aproximadamente 1,5 m de distancia do solo,
proximo as lixeiras (22°54°20.9”’S, 043°13°45.8”W), no Jardim Zool6gico do Rio de Janeiro
(RI0ZOO0), localizado no Parque Quinta da Boa Vista, s/n, S&o Cristovéo, Rio de Janeiro,
Brasil, onde permaneceram por 72 horas (Figura 2 C a G). Foram recolhidas apos esse
periodo e levadas para o Laboratorio de Estudo de Dipteros do Instituto Biomédico da
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (LED/UNIRIO) para triagem e
identificacdo da espécie de interesse (Figura 2 H; I).

Os espécimes coletados foram expostos em freezer por aproximadamente dois
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minutos a -15°C para diminui¢do da atividade metabodlica, e identificados com auxilio de
microscopio estereoscopio, segundo chave taxondmica de Mello (2003). A medida que
identificados, os adultos de C. albiceps foram acondicionados em gaiolas de polipropileno (45
cm x 30 cm x 20 cm), alimentados diariamente ad libitum com mel a 50%, H,O e proteina

(musculo suino) para estabelecimento da colonia estoque (Figura 2 J).

E‘&lu}wd; HE!
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Figura 1: Armadilha confeccionada com garrafas de Polietileno Tereftalato (PET) de 2 L para captura
de califorideos no Jardim Zooldgico do Rio de Janeiro, Brasil. Pote pléstico de polipropileno
rosqueado (sem tampa) (12 cm de altura X 31 cm de circunferéncia), perfurado, envolvo com fita
isolante preta (A) como base da armadilha. Garrafa cortada em forma de funil invertido introduzida na
garrafa de armazenamento (B; D), presa com fita isolante. Tampa do pote (vazada), unida ao funil por
cola cianoacrilato, permitindo a conexdo por rosqueamento, de ambas as garrafas com a base da
armadilha (C). Garrafa de armazenamento (D). A tampa da garrafa de armazenamento foi substituida

por tecido vedando a parte superior para facilitar a circulacdo de ar e diminuir a condensacédo no
interior da garrafa de armazenamento.
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Figura 2: Armadilhas aéreas utilizadas para coleta (A). Isca atrativa (B). Ponto de coleta (C a F).
Armadilha recolhida (G). Espécimes selvagens em processo de triagem (H e 1). Col6nia estoque (J).

Fase experimental. Fémeas de segunda geracdo de laboratério foram estimuladas
a oviposicdo em 60 gramas de musculo suino (Figura 3 A). Imediatamente ap0s a eclos&o,
as larvas de 1° estadio (L1) (https://youtu.be/bBThRVJwgAc) foram transferidas

individualmente com pincel (nimero 0) para duas dietas larvais de origem bovina e suina.
As dietas foram cortadas em cubos de aproximadamente 2 cm?®, descongelados 17 horas,
em temperatura ambiente, e utilizadas na proporcdo: 40 larvas/ 60 gramas de tecido:
musculo bovino (controle) e pulmao suino (T1) (Figura 3 B a D). Para cada tratamento,
foram realizadas trés repeticOes, totalizando 240 larvas L1. A propor¢édo de dieta utilizada
foi superior a 1 larva/ 1 grama de tecido, seguindo a proporcao recomendada por Aguiar-
Coelho et al., (1995) para a criagédo de califorideos.

As dietas larvais foram acondicionadas em recipientes de poliestireno de 100
mL, introduzido em recipientes de poliestireno de 400 mL, previamente forrados com
maravalha esterilizada, sendo este Gltimo recipiente, recoberto com tecido de nailon,
preso com elastico. Os tratamentos foram mantidos em camara climatizada (BOD) a
28°C dia/ 26°C noite, UR 70+10% e 12 horas de fotofase com observagdes biologicas a
cada 12 horas (Figura 3 E).
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1

Figura 3: Musculo suino usado como estimulo de postura (A). Neolarvas recém emergidas no
musculo suino (B). Pesagem dos tecidos (C). Transferéncia das neolarvas para dieta (D). Tecidos
armazenados em BOD (E). Larvas de 3° estadio (F). Afericdo da massa corporal das larvas de 3°
estadio (G). Larvas a serem transferedias para tubos de ensaio (H). Adulto recém emergido (I).

A medida que as larvas de 3° estadio (L3) abandonaram as dietas, foram agrupadas
em lotes de cinco, registrando-se a massa corporal (em gramas) em balanca digital analitica,
sob placa de Petri, e em seguida, transferidas para tubos de ensaio contendo maravalha
esterilizada, vedados com tecido de nailon e elastico, mantidos na cadmara climatizada até a

emergéncia dos adultos (Figura3 Fal).

Parametros biologicos e andlise estatistica. Para avaliar o desenvolvimento dos
insetos foram utilizados os parametros: massa corporal das larvas maduras; duracdo e

viabilidade dos estagios larval, pupal e de neolarvas a adulto (total); ritmo de abandono das
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larvas, pupariacao e de emergéncia dos adultos; razdo sexual e anormalidade dos adultos. Os
célculos estatisticos foram realizados no BioEstat® (Ayres et al. 2007). Os valores das médias
foram submetidos & anélise de variancia (ANOVA) e comparadas entre si pelo pos teste
Tukey (p = 0,05), e o desvio padrdo e valores de intervalo entre as médias foram obtidos por

estatistica descritiva de dados quantitativos. Os valores de razdo sexual foram obtidos
. F ~ A "
segundo formula: rs = o (rs = razéo sexual; F= fémeas; M = machos) a fim de obter a

proporcao 1:1 (= 0,50) e a anormalidade, de acordo com a frequéncia esperada (%).

Resultados

Os tratamentos foram confrontados e as médias no estagio larval apresentaram
diferenca significativa na duracdo media (dias) de desenvolvimento (F = 29,79; d.f. =1,35; p
= 0,0068) (controle vs. T1 p < 0,01). Insetos criados em T1 (pulm&o suino) apresentaram
meédia de duracdo de desenvolvimento significativamente inferior (6,5 dias) aos insetos
criados na dieta controle (musculo bovino) (7,9 dias) (Tabela 1).

Em relacdo a duracdo de desenvolvimento do estagio pupal ndo foi observada
diferenca significativa entre os tratamentos (F = 0,23; p = 0,6565) (Tabela 1). A duracdo
média variou de 4,2 a 4,4 dias (Tabela 1).

A duracéo total (L1 a emergéncia dos adultos) apresentou diferenca significativa no
confronto entre os tratamentos (F = 17,37; d.f. = 1,47; p = 0,0151) (controle vs. T1 p < 0,05).
Insetos alimentados com a dieta controle (musculo bovino) apresentaram desenvolvimento
mais lento levando em média 12,2 dias para completarem seu desenvolvimento, diferindo
significativamente de T1 (pulm&o suino), cujo desenvolvimento total dos insetos levou em
média 10,9 dias (Tabela 1).

A duragdo dos estdgios de desenvolvimento refletiu o ritmo de abandono de larvas
maduras da dieta, pupariacdo e emergéncia dos adultos de C. albiceps alimentadas nos dois
tecidos e esta representado na Figura 1.

Observou-se que o pico de abandono de larvas da dieta ocorreu no 7° dia no controle
(musculo bovino) e no 5° dia em T1 (pulmdo suino). As larvas do T1 (pulméo suino)
cessaram 0 abandono da dieta no 7° dia, enquanto as larvas da dieta controle (musculo
bovino) permaneceram na dieta até o 8° dia. Estes dados expressam uma aceleragcdo no
desenvolvimento larval para os insetos do T1 (pulmao suino).

A fase de pupariacéo teve inicio no 6° dia em ambos os tratamentos, estendendo-se até
0 10° dia. Contudo, embora tenham completado a fase com a mesma quantidade de dias, até o
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8° dia, constatou-se 99% de pupariacao das larvas criadas em T1 (pulmé&o suino), enquanto no
mesmo periodo, observou-se 73% de pupacédo na dieta controle (musculo bovino). Os picos
de pupariacdo foram observados no 6° dia em T1 (pulméo suino), e 8° dia no controle

(musculo bovino).

Tabela 1: Duracdo dos estagios de desenvolvimento pos-embrionario e viabilidades de
acordo com a frequéncia esperada de larvas, pupas e adultos de Chrysomya albiceps
oriundas de tecidos bovino e suino. Analise de Variancia (ANOVA) e pos teste Tukey a
temperatura de 28°C dia/26°C noite, UR 70+£10% e 12h de fotofase.

Tempo de desenvolvimento pés-embrionario (dias)

Tratamentos Xto 1.V. Viabilidades (%)

2 Controle (MB) 7,9 +0,2354a 5,0-8,0 65,0
c
L ©

- T1 (PS) 6,5 + 0,3584b 50-7,0 69,1
% E Controle (MB) 4,4 +0,4538a 5,0-10,0 65,0
L >

= T1 (PS) 4,2 +£0,2409a 6,0 - 10,0 69,0
@q _ Controle (MB) 12,2 + 0,3849a 11,0-13,0 58,0
a T1 (PS) 10,8 + 0,4744b 10,0 - 13,0 68,3

x = media dos dias; ¢ = desvio padrdo; 1.V. = intervalo de variagdo (minimo e méximo). Tratamentos:
controle (MB) (musculo bovino) e T1(PS) (pulmdo suino). Médias com letras diferentes diferem
significativamente entre si e com letras iguais nao diferem significativamente pelo pds teste Tukey.

60%

50%
40%
30% -
20% -
10% -
0%

Musculo Pulmao Musculo Pulmao Musculo Pulmaéo
bovino suino bovino suino bovino suino
Abandono da dieta ‘ Pupariagédo ‘ Emergéncia ‘

m5°d m6°d m7°d m8°d w9°d m10°d m11°d m=12°d m13°d

Figura 4: Ritmo de abandono de larvas da dieta, pupariagdo e emergéncia dos adultos de Chrysomya
albiceps oriundas de coracdo musculo bovino (controle) e pulm&o suino (T1) a temperatura de 28°C/ dia,
26°C/noite UR 70+10% e 12h de fotofase.
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Em relacéo a emergéncia, os primeiros adultos emergiram 10 dias ap0s a transferéncia
das larvas para a dieta T1 (pulmé&o suino) e 11 dias apds para a dieta controle (musculo
bovino). O periodo de emergéncia total compreendeu de 10 a 13 dias. Picos de emergéncia
foram observados precocemente no 11° dia em T1 (pulmao suino), comparado com o 13° dia
para a dieta controle (musculo bovino).

Em relacdo as viabilidades, na comparacdo das médias ndo foram observadas
diferencas significativas entre os estdgios larval; pupal; total (L1 a adulto) (F = 0,6990 p =
0,5464) entre os tratamentos. Observando os percentuais de viabilidades larval e pupal
obtidos constatou-se que insetos alimentados na dieta controle (musculo bovino) e T1
(pulmao suino) apresentaram percentuais entre 65% e 69%. Apesar das viabilidades de larvas
a adulto apresentarem uma diferenca de 10% entre as dietas, esta ndo foi estatisticamente
significativa (F = 0,2358 p = 0,6536). (Tabela 1).

Com relagdo ao peso individual médio das larvas maduras (g) foram observadas
diferencas significativas na comparagdo entre os tratamentos (F = 42,58; d.f = 0,02; p =
0,001) (controle vs. T1 p < 0,01). Larvas alimentadas com T1 (pulmé&o suino) apresentaram
massa corporal significativamente mais pesadas (x = 87,2 mg) quando comparadas com
larvas criadas dieta controle (musculo bovino) (x = 66,0 mg) (Tabela 2).

A razdo sexual se distanciou do esperado (proporcao 1:1) no pulméo suino (T1) (rs =
0,91; F = 91,0%; M = 8,0%), mantendo-se mais proxima no musculo bovino (controle) (rs =
0,59; F=60,8%; M = 39,1%) (Tabela 2). Nao foram observados insetos anormais, isto €, com

qualquer deformidade morfoldgica, em nenhum dos tratamentos.

Tabela 2: Peso individual (mg) de larvas maduras e razdo sexual de Chrysomya
albiceps oriundas de tecidos suino e bovino. Anélise da variancia (ANOVA) e pds teste
Tukey e razdo sexual em temperatura controlada de 28°C dia/26°C noite, UR 70+£10% e
12h de fotofase.

Tempo de desenvolvimento pds-embrionario (dias)

Tratamento Peso individual médio (mg) + & 1.V. Razéo sexual
Controle (MB) 66,0 + 0,0036a 62,1 - 69,2 0,59
T1(PS) 87,2 + 0,0045b 82,1-99,9 0,91

o= desvio padrao; 1.V. = intervalo de variagdo (minimo e mé&ximo). Tratamentos: controle (MB) (musculo
bovino) e T1(PS) (pulmédo suino). Razdo sexual calculada pela formula: rs = % Percentuais de

viabilidade com letras diferentes diferem significativamente entre si e com letras iguais ndo diferem
significativamente pelo pos teste Tukey.



Discussao

Embora os esforcos em desenvolver e adaptar uma dieta alternativa, de baixo custo e
composi¢do nutricional eficiente que permita as larvas coletas em cadaveres completar seu
ciclo bioldgico em laboratorio, esse ainda tem sido um desafio para os estudos do
desenvolvimento dos dipteros de importancia forense (Estrada et al., 2009). Por ser o
substrato natural de insetos necrofagos, as dietas de origem animal tornam-se mais propicias a
suprir as necessidades nutricionais das larvas. Além da facilidade em incorporar a sua
composi¢do substancias quimicas que contribuirdo nos estudos entomotoxicoldgicos (Rabélo
et al., 2011). Os resultados apresentados confirmam a eficiéncia de ambas as dietas como
substrato larval. Porém, na comparacdo entre os tecidos, embora a eficiéncia da carne bovina
seja consolidada nos estudos relacionados, em termos gerais, 0 pulmé&o suino se mostrou mais
eficiente, demonstrando que os insetos se desenvolveram mais rapidamente e obtiveram
maior ganho de massa corporal.

O desenvolvimento de C. albiceps foi analisado em outros ensaios utilizando tecidos
de bovino e suino como substrato larval. Os resultados deste estudo diferem dos resultados
observados anteriormente. Mello et al., (2012) utilizando carne moida bovina, a 27+1°C UR
60+10% a 12 horas de fotofase, obtiveram tempo de desenvolvimento larval, mais curto (5,7
dias), porém larvas com massa corporal semelhante ao presente estudo superior (70,0 mg).
Estrada et al., (2009) utilizaram carne moida bovina como controle a 27+1°C UR 70+10% e
12 horas de fotofase, obtiveram tempo médio de desenvolvimento larval em 5 dias e larvas
com massa corporal proxima a que obtive-se no T1 (pulm&o suino) mais pesadas (84,9 mg).
Em contrapartida, Beuter & Mendes (2013) compararam o desempenho de quatro diferentes
tecidos de suino, entre eles, carne moida, a 25+1°C UR 70+10%; 12 horas de fotofase, e
observaram um tempo médio de desenvolvimento larval de 4 dias e larvas com peso médio de
62,5 mg.

As divergéncias observadas sdo relevantes para a entomologia forense quando tais
resultados forem utilizados como pardmetro de célculo na estimativa do IPM. Norris (1965)
sublinhou que a colonizagdo em diferentes tecidos e/ou visceras pode alterar o
desenvolvimento de imaturos de insetos necrofagos. Estes dados reforcam a necessidade de
realizar estudos em diferentes regides geograficas, com diferentes linhagens da espécie,
diferentes tecidos e condigGes ambientais controladas.

Neste caso, em se tratando de substratos bovinos, que apresentam a mesma

composicao proteica, uma das hipoteses a cerca das diferencas observadas entre o presente
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estudo e os registrados na literatura pode estar relacionada a consisténcia e a quantidade de
lipidios dos tecidos experimentados. A carne moida bovina pode ter sido mais facilmente
digerida pelas larvas, e a maior quantidade de lipidios pode ter favorecido a diluicdo de
vitaminas lipossoluveis contribuido para maior assimilacdo de determinados nutrientes
(Flemming et al., 2003). Outros aspectos a serem considerados séo as linhagens das espécies
utilizadas nos experimentos (Aguiar-Coelho et al., 1995; Aguiar-Coelho & Milward-de-
Azevedo, 1995), diferentes condigdes ambientais (Queiroz & Milward-de-Azevedo, 1991,
Queiroz, 1996; Marchenko, 2001; Richards et al., 2007).

Da mesma forma, pode-se considerar que devido a consisténcia do tecido, as larvas
criadas no pulmao suino tiveram melhor desempenho na alimentacgdo, refletido na maior
massa corporal comparado ao musculo bovino (Ribeiro & Milward-de-Azevedo, 1997), bem
como um rapido desenvolvimento larval (Rabélo et al., 2011).

Devido a importancia que C. albiceps assumiu nos estudos forenses, torna-se
imprescindivel & manutencdo de col6nias estoque da espécie em laboratério. Os resultados a
respeito do desempenho de ambas as dietas ressalta-se o potencial de ambas, em especial, do
pulmdo suino como uma dieta favoravel para a manutencdo das larvas dessa espécie em
laboratdrio. Embora o musculo bovino tenha apresentado um desenvolvimento mais lento e
menor peso corporal, as viabilidades dos estagios larval, pupal e total ndo diferiram
estatisticamente do pulmdo suino, produzindo individuos normais, isto é, sem deformidades
morfoldgicas.

E comprovado que C. albiceps participa da primeira onda na colonizacdo de
cadaveres de animais e humanos (Oliveira-Costa, 2007), a espécie ja foi observada por Souza
et al., (2005) colonizando cadaver de coelho em todos os estagios de decomposicao (de fresco
a seco). Por isso, seria relevante a realizacéo de novos ensaios com outros tecidos de suino e
bovino e em diferentes estagios de putrefacao.

Em relagdo ao desvio sexual, os maiores percentuais de fémeas observados em ambas
as dietas testadas, pode ter sido influenciado pelo fato de as fémeas se reproduzirem
monogenicamente (Queiroz et al., 1996). Segundo Ullerich (1953) e Queiroz (1991) a
bissexualidade ndo interfere na proporcéo sexual, j& que os machos ndo influenciam no sexo
de seus descendentes podendo ocorrer em uma mesma geracdo apenas machos ou apenas
fémeas.

Os contrastes observados especialmente na fase larval devem ser considerados pelos
entomologos forenses em uma eventual datacdo do IPM pelo método de desenvolvimento.

Espera-se que os resultados obtidos possam contribuir na redugdo de imprecisdes de célculo,
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levando-se em consideracao as condicOes de temperatura constante semelhantes as utilizadas

neste estudo, e caso esteja colonizando os mesmaos tecidos testados em humanos.
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Resumo

Os insetos apresentam diferentes padres de desenvolvimento e as moscas varejeiras
estdo entre os insetos cujo desenvolvimento pupal € mais especializado. Na entomologia
forense, as pupas podem ser utilizadas como ferramenta na estimativa do intervalo pos
morte (IPM). Por isso, foi analisado o desenvolvimento intrapupal de pupas de
Chrysomya albiceps cujas larvas foram alimentadas em pulmao suino, e mantidas em
camara climatizada a temperatura de 28°C dia/26°C noite, UR 70£10% e 12h de fotofase,
com acompanhamento diario. Apés o abandono das larvas de 3° estadio da dieta, estas
foram monitoradas para a observacdo do processo de pupariacdo. Em horarios
preestabelecidos cinco pupas foram coletas, sacrificadas e fixadas em formaldeido a 5%
em tubo de ensaio de polipropileno com rosca, sendo as primeiras, determinadas como
pupas de 0 hora. Compreenderam-se doze coletas até a emergéncia do adulto realizadas
emO0, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 30, 48, 54, 72, 78, 96 e 99 horas (n = 84). As pupas fixadas foram
dissecadas com auxilio de pinca anatbmica e agulhas hipodérmicas sob
estereomicroscopio, fotografadas em camera fotografica acoplada e software Motic® Ao
término do procedimento, as pupas foram preservadas em etanol a 70% e depositadas na
colecdo entomologica do Laboratério de Estudo de Dipteros/UNIRIO. Foram

identificadas, descritas e registradas as etapas da metamorfose e as alteracOes
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morfoldgicas ocorridas no processo, ante e pos empupacéo cujas fases foram: pupariacao,
apolise larval-pupal, criptocefalica, fanerocefélica, adulto farado, emergéncia e adulto. A
fase criptocefalica ocorreu de 4-6 horas ap0s a pupariacéo, a fase fanerocefélica de 6-10
horas, a fase de adulto farado de 24 a 96 horas e a fase de imago/ emergéncia a 99 horas

da pupariacao.

Palavras-chave: biologia, morfologia, pupa, tempo de desenvolvimento, IPM

Abstract

Insects present different patterns of development and the flies are among insects whose
pupal development is more specialized. In forensic entomology, pupae can be used as a
tool in estimating the postmortem interval (PMI). Therefore, the intrapupal development
of pupae of Chrysomya albiceps was studied. The larvae were fed swine lungs and kept
in an air-conditioned room at 28°C day/ 26°C night, RH 70 £ 10% and 12h of
photophase, with daily follow-up. After the abandonment of larvae of the third stage of
the diet, these were monitored for observation of the pupariation process. At pre-
established times five pupae were collected, sacrificed and fixed in 5% formaldehyde in
a polypropylene threaded test tube, the former being determined as O-hour pupae.
Twelve collections were performed until adult emergence at 0, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 30, 48,
54, 72, 78, 96 and 99 hours (n = 84). Fixed pupae were dissected using anatomical
tweezers and hypodermic needles under stereomicroscope, photographed in a coupled
camera and Motic® software. At the end of the procedure, the pupae were preserved in
70% ethanol and deposited in the entomological collection of the Laboratory of Diptera
Study / UNIRIO. The stages of the metamorphosis and the morphological alterations
occurred in the process, before and after empupation were identified, described and
recorded. The phases were: pupariation, larval-pupal apolisys, cryptocephalic,
phanerocephalic, adult pharate, emergency and adult phases. The cryptocephalic phase
occurred 4-6 hours after pupation, the pharynocephalic phase of 6-10 hours, the adult
pharate phase of 24 to 96 hours, and the imago / emergence phase at 99 hours of

pupation.

Keywords: Biology, morphology, pupa, time of development, IPM
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Introducéo

Os insetos apresentam diferentes padrdes de desenvolvimento, e o mais complexo é
dos insetos que se desenvolvem em metamorfose completa (ovo, larva, pupa e adulto)
chamados holometabolos (Byrd & Castner, 2009). O estagio pupal ocorre sempre na
ontogenia entre o Ultimo estagio larval e 0 adulto. As moscas varejeiras estdo entre 0s insetos
cujo desenvolvimento pupal € mais especializado. No processo pupal todas as estruturas
larvais sdo descartadas para que sejam adquiridas as estruturas externas caracteristicas do
imago (Hinton, 1948). Em funcdo disso, as alteracbes na forma corporal apresentam
crescimento diferenciado, com 0s orgdos internos e estruturas que serdo essenciais para 0S
adultos desenvolvendo-se em maior taxa de aceleracdo comparado ao tamanho corporal
(Gullan & Cranston, 2007).

As moscas varejeiras do género Chrysomya Robineau-Desvoidy 1830 (Diptera:
Calliphoridae) sdo de grande importancia para saude publica pela frequente associacdo das
larvas em casos miiases, incluindo as miiases humanas (Ferraz et al., 2010) e dos adultos na
veiculacdo de patdgenos (Soulsby, 1969; Furlanetto et al., 1984; Correa et al., 2010), além de
ser um dos géneros amplamente estudados pelas ciéncias forenses.

Na entomologia forense, os imaturos das espécies sao utilizados como ferramenta na
estimativa do intervalo po6s morte (IPM) (Goff, 1993; Leal et al., 2013; Vairo et al., 2014) ja
que os adultos utilizam o tecido cadaverico, rico em proteina para oviposicao e alimentacao
das larvas (Kosman et al., 2011). Por isso, o estudo do desenvolvimento pds-embrionéario e
intrapupal das espécies em laboratdrio tém contribuido na tentativa de compdr dados que
possibilitem a reducdo da imprecisdo do célculo de IPM quando realizado pelo método
entomoldgico (Aguiar-Coelho & Milward-de-Azevedo, 1998; Estrada et al., 2009; Richards
et al., 2008; Barros-Cordeiro & Pujol-Luz, 2010; Ferraz et al., 2011; Rabélo et al., 2011;
Kosmann et al., 2011; Pujol-Luz & Barros-Cordeiro, 2012; Beuter & Mendes, 2013; Proenca
et al.,, 2014; Dallavecchia et al., 2015). Da mesma forma, outros estudos relacionados a
entomotoxicologia, tém auxiliado quanto a possiveis influéncias de substancias quimicas no
tempo de desenvolvimento pds-embrionario, quando estas forem acrescidas ao substrato
larval podendo, por exemplo, contribuir na elucidadacéo de mortes relacionadas a overdoses
(Ferrari et al., 2008; Ferraz et al., 2012; Ferraz et al., 2014b; Ferraz et al., 2016).

Chrysomya albiceps (Wiedemann, 1819) se destaca entre as espécies do género por
participar da primeira onda de colonizacdo cadavéria, atraidas pelos odor produzido na

decomposicéo (Oliveira-Costa, 2007), é observada colonizando cadaveres nas fases larval,
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pré-pupa e pupal (Kosman et al., 2011; Leal et al., 2013). Logo, torna-se relevante ampliar o
conhecimento a respeito das caracteristicas da pupa e seu tempo de desenvolvimento em
associacéo ao tecido.

Neste estudo, objetivou-se descrever o desenvolvimento intrapupal de C. albiceps,
revelando a cronologia e alteracbes morfoldgicas observadas durante o estagio, esperando
contribuir como ferramenta para os entomologistas forenses na estimativa do IPM, e com a

possibilidade auxiliar nos casos judiciais.

Material e Métodos

Fémeas de oitava geracdo de Chrysomya albiceps oriundas da col6nia estoque
localizada no Laboratorio de Estudos de Dipteros da Universidade Federal do Estado do
Rio de Janeiro (LED/UNIRIO), mantidas em gaiolas de criacdo de polipropileno (45 cm
x 30 cm x 20 cm) e alimentadas diariamente com mel a 50% e H,O ad libitum foram
estimuladas a oviposicdo em 60 gramas de moela de frango 24 horas antes do inicio da
etapa experimental.

A medida que as larvas eclodiram da massa de ovos, 240 larvas de 1° estadio (L1)
foram transferidas diretamente e individualmente com auxilio de pincel (himero Q) para
254 gramas de pulmdo suino, descongelado 24 horas antes em temperatura ambiente,
alocado em recipiente de polipropileno de 500 mL, introduzido em recipiente de 1000 mL
de polipropileno previamente forrado com maravalha esterilizada. Este Gltimo recipiente
foi vedado com tecido de néilon e elastico e acondicionado em cdmara climatizada (BOD)
a 28°C dia/ 26°C noite, UR 70+10% e 12 horas de fotofase. Seguiu-se uma proporcao
superior a recomendada por Aguiar-Coelho & Milward-de-Azevedo (1995) de 1 grama de
dieta/ 1 grama de larva para suprir as necessidades nutricionais das larvas.

Apos o0 abandono das larvas de 3° estadio da dieta, estas foram monitoradas para a
observacdo do processo de pupariagdo até a empupacdo. Durante o processo de
pupariacdo foram observadas as alteracbes do comportamento da pré-pupa e
morfologicas, terminando com o inicio da esclerotizagdo da cuticula, caracterizando a
empupacao. Iniciada a empupacéo, as pupas foram selecionadas tendo como critério a
coloracdo e esclerotizacdo da cuticula pupal, sacrificadas e fixadas em formaldeido a 5%,
contido em tubo de ensaio de polipropileno com rosca, sendo as primeiras, determinadas
como pupas de 0 hora.

Dentro das primeiras 12 horas de empupacéo, coletas foram realizadas com
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intervalo de 2 horas (0, 2, 4, 6, 8 e 10 horas/ n = 30). Nos dias seguintes, as pupas foram
sacrificadas em dois horérios preestabelecidos as 10 e 16 horas, exceto no ultimo dia, cuja
ultima coleta aconteceu com diferenca de 3 horas da primeira. O tempo de intervalo total
de desenvolvimento, contabilizado a partir da primeira pupa até a emergéncia do adulto
foi de 5 dias, compreendendo doze coletas realizadas em 0, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 30, 48, 54,
72,78, 96 e 99 horas (n = 84).

As pupas fixadas foram dissecadas com auxilio de pin¢a anatémica e agulhas
hipodérmicas de 25 mm x 0,7 mm (22G x 1”) e 0,36 mm x 0,13 mm (28G %2) sob
estereomicroscopio Olympus SZ51, fotografadas posteriormente, em estereomicroscopio
com camera acoplada e software Motic® para obtencdo de imagem. Ao término do
procedimento, as pupas foram preservadas em etanol a 70% e depositadas no
LED/UNIRIO.

Na descricdo do desenvolvimento intrapupal, foi utilizada a terminologia
recomendada por Fraenkel & Bhaskaran (1973) e Cepeda-Palacios & Scholl (2000) com
o reconhecimento de fases: pupariacdo, apOlise larval-pupal, criptocefalica,

fanerocefalica, adulto farado, imago e emergéncia.

Resultados

Cinco dias ap0s a transferéncia para a dieta, as larvas de 3° estadio (L3) de
Chrysomya albiceps, iniciaram o abandono da dieta. Determinadas alteragOes
comportamentais e morfolégicas foram observadas caracterizando o processo de
pupariacdo visto a seguir.

Pupariacdo: Apos o abandono da dieta, as larvas de 3° estadio (L3) (pré-pupas)
mantiveram-se agrupadas e enterradas na maravalha. Ao longo do dia observou-se que a
cuticula branca e lustrosa vista nas larvas de 2° estadio (L2), sofreu opacidade e
escurecimento gradativo (na sequéncia: amarelo, castanho e marrom) e surgimento de
pigmentacdo na parte ventral das larvas de 3° estadio. O processo de esclerorizacdo da
cuticula foi iniciado e o corpo, antes flexivel e de aspecto fusiforme, tornou-se abaulado
(convexo), gradativamente rigido, resultando em um encurtamento da larva, com retracdo
do aparelho bucal, até perder completamente a mobilidade quando manipulado, em razédo
do enrijecimento da cuticula da pré-pupa e inicio da formag&o da cuticula do pupario. O

processo de pupariacdo durou 1 dia (24 horas).
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Primeiro dia: Ao serem dissecadas, as primeiras pupas de O hora e 2 horas
(Figura 1 A; B) apresentaram uma cuticula fina e transltcida recobrindo o corpo, ainda
com aspecto semelhante & forma larval, fortemente unida ao pupario, assim como a parte
bucal, ndo sendo possivel remoc¢do completa da pupa de dentro do pupario durante o
processo de dissec¢do na fase de apolise larval-pupal.

Cessada a apolise, rapidamente teve inicio a fase criptocefalica. As pupas
observadas com 4 horas de desenvolvimento (Figura B) apresentaram cuticula pupal
desprendida do pupario, corpo sem segmentacdo, sendo possivel a visualizacdo do
aparelho cefalofaringeo. Apos 6 horas de desenvolvimento, as alteracdes visualizadas
foram: a coloragdo da cuticula, antes transllcida, tornou-se amarelo e opaca; 0 corpo
conserva a forma semelhante ao pupario (sem divisdo) e o aparelho cefalofaringeo ainda
permanece unido aos segmentos toracicos, caracterizando a fase fanerocefalica (Figura 1
C; D). As fases de apdlise larval-pupal, criptocefalica e fanerocefalica ocorreram com
poucas horas de diferenca no decorrer do primeiro dia.

Segundo dia: As pupas do segundo dia analisadas apresentaram o inicio da
maturacdo da fase adulta, caracterizando-se a fase de adulto farado, a fase mais longa
observada. Esta fase teve inicio no segundo dia, 24 horas ap6s o inicio da pupariacdo e
estendeu-se até parte o quinto dia, totalizando 96 horas de desenvolvimento. Entre as
modificacbes morfoldgicas observadas estdo a divisdo corporal, a composicdo e as
diferentes colora¢des dos olhos com variacdo de branco (translicido) a vermelho.

As mudancas descritas a seguir foram observadas nas pupas com 24 horas de
desenvolvimento: O corpo apresenta segmentacdo em trés partes (cabeca, térax e
abdémen) e coloragdo uniforme. A cabeca se evagina do corpo com aparelho bucal
fusionado e olhos diferenciados em duas partes, sem coloragdo (transltcidos). Pernas e
asas estdo diferenciadas na porcéo toréacica (Figura 1 E; F). Tais segmentacGes foram as
mesmas, observadas nas pupas com 30h de desenvolvimento.

Terceiro dia: Apo6s 48 horas, os olhos antes separados em duas porgdes
transparentes, comecaram a apresentar delimitagdo caracteristica de olhos compostos,
com a formacdo dos omatideos e coloracdo alaranjada; ocelos ndo visiveis; as antenas e
sutura frontal da fronte estdo aparentes; aparelho bucal fusionado. Uma pigmentacéo
diferenciada comeca a surgir no térax e abdémen; pequenas cerdas recobrindo o abdémen
e cerdas marginais escutelares visiveis. Observa-se também o inicio da formacgdo da

margem costal das asas (Figura 1 G; H).
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Alguns segmentos antes fusionados estdo individualizados nas pupas de 54 horas.
Na cabeca estéo visiveis 0s ocelos e as aristas, e tem inicio a divisdo do aparelho bucal.
No térax, o surgimento das cerdas dorsocentrais, acrosticais, supralares e escutelares
(marginais, pré-apicais e apicais); as pernas apresentam a segmentacdo caracteristica
definida (garras, tarso e tibia visiveis), visivelmente cerdosa; formacdo do tegumento
diferenciado (membranoso) nas asas, com a margem costal formada e cerdosa (Fig. 2 A;
B).

Quarto dia: A coloracdo vermelha dos olhos caracteristica do adulto pode ser
vista nas pupas com 72 horas de desenvolvimento. As antenas e aristas desenvolvidas e
visiveis; cerdas comegam a surgir no aparelho bucal, ja formado e individualizado (clipeo,
haustelo, labio, labela e palpo maxilar); térax e abdémen cerdosos; cerdas quetotaxicas
plenamente desenvolvidas e abddémen com listras horizontais caracteristicas em
desenvolvimento; asas com tegumento membranoso (Figura 2 C; D). A diferenca
observada nas pupas de 78 horas foi o inicio de escurecimento das listras abdominais.

Quinto dia: Com 96 horas de desenvolvimento, a regido da face e olhos esta
plenamente desenvolvida; cerdas revestem todo o corpo, especialmente, toracica, que
comeca a apresentar uma coloracdo escurecida; listras abdominais e terminalia
desenvolvidas (Fig. 2 E; G). O término da fase de adulto farado foi observado nas pupas
com 96h de desenvolvimento. Algumas pupas dissecadas com 99 horas de
desenvolvimento apresentavam o adulto completamente desenvolvido e pronto para
abandonar o pupario, sendo possivel observar a projecdo do saco ptilineal (Figura 3 H; I).

Entretanto, também foi observado a presenca de adultos recém emergidos (Figura 3 J).
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Dia-1 Dia-1 Dia-1

Apolise larval-pupal Pupa criptocefalica Pupa fanerocefalica
Oh 6h
C D
Pt o b 1 mm 1 mm
1mm Adulto farado: )
Dia-2 Dia-3 _
Fase com olhos transparentes Fase com olhos alaranjados

4' l
G N H
1mm Imm

Figura 1: Desenvolvimento intrapupal de Chrysomya albiceps sob temperatura de 28°C dia/ 26°C
noite, UR 70+£10% e 12h de fotofase. Pupa de Oh em vista ventral (A); de 4h em vista ventral (B); de
6h em vista frontal (C) e dorsal (D); de 24h em vista ventral (E) e dorsal (F); de 48h em vista ventral
(G) e dorsal (H).

Tom 0 lmm
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Dia-3 Dia-4
Fase com olhos laranja Fase com olhos vermelhos

1mm 1 mm

1 mm

Figura 2: Desenvolvimento intrapupal de Chrysomya albiceps sob temperatura de 28°C dia/ 26°C
noite, UR 70+10% e 12h de fotofase. Pupas de 54h em vista ventral (A) e dorsal (B); de 72h em vista
frontal (C) e dorsal (D); de 96h em vista ventral (E), dorsal (F) e lateral (G).
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Dia-5

Emergéncia do adulto

Figura 3: Desenvolvimento intrapupal de Chrysomya albiceps sob temperatura de 28°C dia/ 26°C
noite, UR 70£10% e 12h de fotofase. Pupas de 99h em vista ventral (H), dorsal (1) e adulto recém
emergido em vista lateral (J).

Discussao

A metamorfose € uma das estratégias evolutivas mais utilizadas pelos animais, e
contribuiu para dispersdo de muitos, especialmente, os insetos. Entre os holometabolos,
gracas a possibilidade de exploracdo de diferentes habitas, a metamorfose contribuiu para que
ndo houvesse uma competicao por recursos necessarios a sua reproducéo das espécies entre as
fases de larva e adulto (Truman & Riddiford, 1999).

Estudos envolvendo o desenvolvimento larval de espécies de interesse forense tém

crescido nos ultimos anos. Assim como, o0s estudos relacionados a morfologia e cronologia
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das pupas (Tabela 1). O conhecimento a respeito das modificacbes ocorridas durante o
processo intrapupal e a comparacao da cronologia das diferentes espécies forenses, podem
contribuir como importantes ferramentas na tentativa de reducdo da imprecisdo do céalculo de
IPM, quando realizado pelo método entomoldgico, ja que diversos estudos do género relatam
a presenca de imaturos de espécies necrdfagas em diferentes fases de desenvolvimento
(Kosman et al., 2011; Leal et al., 2013; Li et al., 2016).

Neste estudo, descrevemos o desenvolvimento intrapupal de C. albiceps, uma das
espécies de califorideo de grande importancia para a entomologia forense, narrando as
alteracdes morfoldgicas inerentes das fases de desenvolvimento da pupa usando a cronologia
em dias e utilizando uma temperatura constante com varia¢éo de dois graus entre o dia/noite,
simulando o que normalmente registra-se na natureza em nossa regido geografica com a
descricdo das fases de desenvolvimento intrapupal de acordo com as etapas de
desenvolvimento vistas no estudo de Fraenkel & Bhaskaran (1973), definidas como apolise
larval-pupal, pupa criptocefalica, pupa fanerocefélica, adulto farado e emergéncia.

Trabalho semelhante foi realizado para caracterizar o desenvolvimento intrapupal de
C. albiceps em horas (Pujol-Luz & Barros-Cordeiro, 2012) criada em carne moida a
26°C+1.0°C UR 60+10% e 12 horas de fotofase. Alguns aspectos metodoldgicos entre o
presente estudo e do estudo supracitado diferem, como: a dieta larval, as condicOes
ambientais, 0 método de conservacao das pupas, entre outros, 0 que resultou em diferencas
como as caracteristicas morfoldgicas intrapupais e a cronologia observada em Pujol-Luz &
Barros-Cordeiro (2012), a respeito das fases de pré-pupa, que ocorreu em 36 horas, adulto
farado em 81 horas e tempo total de desenvolvimento em 90 horas, diferindo dos resultados
obtidos no presente estudo. Observou-se no presente estudo uma fase de pupariacdo mais
curta de 1 dia (24 horas), uma fase de adulto farado e emergéncia mais longa de 5 dias (96
horas) e (99 horas).

Em estudos relacionados a biologia de C. albiceps em carne equina, Queiroz &
Milward-de-Azevedo (1991), trabalhando com temperaturas de 27°C e 32°C UR 60+£10% e
14 horas de fotofase, observaram que a 27°C, a fase de pré-pupa variou de 1 a 2 dias e de
pupa entre 4 a 7 dias. Queiroz (1996) utilizando diferentes temperaturas, entre elas, 27°C UR
60+£10% e 14 horas de fotofase, observou a fase de pré-pupa com duracdo de 1 dia e
desenvolvimento pupal entre 4 a 5 dias.

Em estudos com outras trés espécies do género revelaram diferengas no tempo de
desenvolvimento pupal, 0 que ja era esperado. Barros-Cordeiro & Pujol-Luz (2010) ao
estudarem o desenvolvimento de Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) alimentada em
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carne bovina moida a 26+24°C UR 62+8,4% e 14 horas de fotofase, obtiveram uma fase
pupal com duracédo de 4 dias, enquanto Gabre et al., (2005) também utilizando carne bovina
como substrato a 26°C UR 60+70% e 14 horas fotofase, obtiveram uma fase pupal de 5,3
dias. Flores et al., (2014) analisando o desenvolvimento de Chrysomya rufifacies (Macquart,
1842) em trés substratos e trés temperaturas, entre elas, 28,3°C UR 75-80% e 14:10 horas de
fotofase, observaram que o desenvolvimento pupal em mdsculo suino ocorreu em menor
tempo (84 horas), enquanto em musculo canino e masculo equino ocorreu em 90 horas e 104
horas, respectivamente. Proenca et al., (2014) no estudo intrapupal de Chrysomya putoria
(Wiedemann, 1819) utilizando moela de frango como substrato a 27°C dia/25°C noite UR
60+£10% e 14:10 horas de fotofase, observaram o desenvolvimento das pupas em 5 dias.
Porém, o tempo de desenvolvimento das fases foi maior do que o visto em ambos os estudos
de C. albiceps (Tabela 1).

Determinados fatores relacionados a criagdo dos dipteros em laboratério, como o
substrato larval e as diferentes latitudes geograficas em que as populagBes se encontram
podem influenciar nos resultados do desenvolvimento de uma mesma espécie (Richards et al.,
2008, Li et al., 2016). Entre os estudos supracitados com as espécies do género Chrysomya,
considerando o tempo de desenvolvimento pupal total, as variacbes de temperatura e
substratos (bovino e frango), foi observado um tempo médio de desenvolvimento de
aproximadamente 5 dias. Essa média pode estar relacionada ao fato de as espécies
pertencerem ao mesmo género e apresentarem os mesmos habitos alimentares (Proenca et al.,
2014).

Em outros estudos com diferentes espécies de califorideos e de outras familias, em
diferentes condicOes de temperaturas e substratos larvais (Tabela 1), é possivel observar uma
variacdo no tempo de desenvolvimento, consideravelmente mais longo em Sarcophaga
(Neobellieria) bulata Parker, 1916 (Fraenkel & Bhaskaran, 1973); Oestrus ovis (Linnaeus,
1758) (Cepeda-Palacios & Sholl, 2000); Lucilia sericata (Meigen, 1826) (Karabery & Sert,
2014) e Sarcophaga dux Thomson, 1869 (Kanti-Sinha & Mahato, 2016), com maior ciclo
visto em S. bulata (Fraenkel & Bhaskaran, 1973). Uma fase de adulto farado, mais curta foi
observada em Musca domestica (Linnaeus, 1758) (Fraenkel & Bhaskaran, 1973), em
Drosophila melanogaster Meigen, 1830 (Hodgetts et al., 1977), e em Peckia (Pattonella)
intermutans (Walker, 1861) e Peckia (Sarcodexia) lambens (Wiedemann, 1830) (Souza-
Cunha, 2014).
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Tabela 1: Comparacéo entre a cronologia do desenvolvimento intrapupal (em horas) de Chrysomya albiceps ap0s a pupariacdo com a de outros
califorideos e muscaides de interesse forense em diferentes temperaturas e substratos larvais.

Etapas de desenvolvimento (horas)

Espécies/ Temperatura .(°C)/dieta larval Criptocefalica | Fanerocefalica | Adulto farado | Imago/Emergéncia Referéncias
Ch(rzygo%mg;/"*z'gjgeﬁz Ig\ef;’;‘i)ﬁmggu}ﬁ;g) 4-6 6-10 24-96 99 Presente estudo
Musca %gg%s)t/'cnzc';'cnl?:ggs 1758 4-9 16-18 28-30 96-110 Fraenkel & Bhaskaran (1973)
Sarcophaga (Neobellieria) bulata Parker, 1916 20-28 46-48 72-96 324-348 Fraenkel & Bhaskaran (1973)
_ (24°C)/ ndo citado _
DrOSOpr("z'gog;g‘s‘t)gzztiv“:;ﬁae”' 1830 4-6 12 24 76 Hodgetts et al., (1977)
OeSt(rZ‘jlig‘)’/iig';;g%aeeg;bgf’s) 48 120 310 528 Cepeda-Palacios & Sholl (2000)
ChrySOTg’g},gg%’f émgdtm?r?: 1819) 36 6-9 81 90 Pujol-Luz & Barros-Cordeiro (2012)
%2%%%2%0;5&\/'ﬁ%eeﬂagg 'f?:fgog 18 24-48 66-96 116 Proenca et al., (2014)
Lucilia S‘Z;'S‘f’(‘:t‘;/ (f'l\g;g;” 1826) 11-21 22-47 69-167 175 Karabey & Sert (2014)
Peckia (Pattonella) intermutan§ (Walker, 1861) 6 30 24-68 180 Souza-Cunha (2014)
(26°C)/ carne moida
Peckia (Sarcogzegjg)) /'ig”rz‘;”;;"l,’ézdema””' 1830 3 3 6-54 252 Souza-Cunha (2014)
Cochliomy(e;ggé;;zlclg:ri]i f)';?/ti);i;ius’ 1775) 6 3 105 120 Barros-Cordeiro et al., (2016)
Hermeti(:;;(l)lg;:/eg:él;al?éi/ciir?;, 1775) 6 3 105 120 Barros-Cordeiro et al., (2016)
L“C"'a(glg‘ﬁg)r}ac;’r\’r]'g%%m?; 1830 9 3 192 210 Barros-Cordeiro et al., (2016)
Sarcz’zpzho‘g"/* g;‘;:] gggr}‘rﬁg’ol%g 24 48 192 240 Kanti-Sinha & Mahato (2016)
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As divergéncias observadas sdo importantes e podem contribuir como dados basicos a
serem aplicados na entomologia forense na tentativa de reduzir a impreciséo estimativa do
IPM quando as pupas de C. albiceps forem utilizadas. Importante salientar que a disperséo
apds o0 abandono da dieta € um comportamento comum da maioria das espécies necrofagas e
faz parte do processo de pupariacdo. Se elas ndo conseguirem ambiente propicio para
empuparem, esse tempo de pupariacdo pode ser retardado (Li et al., 2016). Outro fator
importante, relacionado a essa dispersdo e que pode contribuir para um célculo de IPM
reduzido por parte do entomologista forense, € incapacidade de recuperacéo das pupas que

estiverem afastadas do cadaver (Greenberg, 1991).
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Discussao Geral

A desaceleracdo no desenvolvimento das larvas criadas em figado suino (T1),
pode estar relacionada a funcao do 6rgdo. Por atuar na filtracdo de toxinas, horménios e
drogas carreadas pelo sangue, é possivel que a presenca de eventuais residuos no tecido
utilizado, tenha influenciado na taxa de desenvolvimento do estagio larval e total (de
neolarva a adulto).

Levot et al., 1979, ao estudarem o desenvolvimento pds-embrionario de C.
megacephala e C. rufifacies, a 27°C/28°C, criadas em figado bovino, observaram que
larvas maduras com massa corporal de 40.2 mg ndo puparam. N&o completando o ciclo
de desenvolvimento.

Posteriormente, Queiroz & Milward-de-Azevedo (1991) estudaram o
desenvolvimento de C. albiceps, em carne equina a 27°C e, observaram que larvas
maduras com peso entre 38-42 mg, puparam, mas ndo originariam adultos,
estabelecendo a partir deste resultado, em reforco ao observado por Levot et al., (1979),
o valor de massa corporal minima necessaria para originar a adultos em 42 mg.

Diferente dos resultados obtidos por Levot et al., (1979) e Queiroz & Milward-
de-Azevedo (1991), neste estudo, as larvas de C. putoria criadas em figado suino (T1),
com massa corporal (40.1 mg), puparam e originaram adultos, mantendo a viabilidade
de adultos, com 100% de normalidade, acima de 60%. Embora sejam do mesmo género,
devemos considerar o fato de serem espécies diferentes, testadas sob diferentes
condig¢Bes ambientais e substratos.

No estudo de C. albiceps, foi observada alteracdo da taxa de desenvolvimento
larval e total (de neolarva a adulto), e massa corporal, das larvas alimentadas na dieta
controle (musculo bovino), com tempo de desenvolvimento de larvas em 7,9 dias e
adultos em 12,2 dias, mantendo-se acima do esperado. Outros ensaios utilizando
condicGes de temperatura proximas as utilizadas, e carne moida (bovina e suina) como
substrato, obtiveram menor tempo de desenvolvimento larval e maior valor de massa
corporal.

Mello et al., (2012) analisaram C. albiceps em carne moida bovina, a 27+£1°C
UR 60+10% e 12h de fotofase, e obtiveram desenvolvimento larval de 5,7 dias e massa
corporal de 70,0 mg. Estrada et al., (2009) estudou C. albiceps em carne moida bovina
a 27+1°C UR 70£10% e 12h de fotofase, e obtiveram desenvolvimento larval de 5 dias
e massa corporal 84,9 mg. Beuter & Mendes (2013) compararam o desempenho de C.
albiceps em quatro tecidos de suino, entre eles, carne de suino moida, a 25+1°C UR
70+£10%; 12h de fotofase, e observaram desenvolvimento larval de 4 dias e massa
corporal de 62,5 mg.

O menor tempo de desenvolvimento observado em estudos anteriores pode
estar relacionado a consisténcia do tecido testado, ja que a carne foi utilizada em cubos.
Neste caso, a carne moida bovina pode ter sido mais facilmente digerida pelas larvas.
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Outro possivel fator pode estar relacionado a maior quantidade de lipidios presente na
carne moida bovina, que pode ter favorecido a diluicdo de vitaminas lipossollveis
contribuido para maior assimilacéo de determinados nutrientes (Flemming et al., 2003).

Os maiores percentuais de fémeas em ambas as dietas, pode ter sido
influenciado pela monogenia da espécie, podendo ocorrer em uma mesma geracao
apenas machos ou apenas fémeas (Ullerich, 1953; Queiroz, 1991; Queiroz et al., 1996).

No estudo do desenvolvimento intrapupal de C. albiceps, a fase criptocefalica
ocorreu de 4-6 horas ap6s a pupariacdo, a fase fanerocefalica de 6-10 horas, a fase de
adulto farado de 24 a 96 horas e a fase de imago/ emergéncia a 99 horas da pupariacao.

Em trabalho semelhante, Pujol-Luz & Barros-Cordeiro (2012) utilizando carne
moida como dieta larval, a 26°C+1.0°C, UR 60+10% e 12h de fotoperiodo, obtiveram
cronologia diferente da observado no presente estudo. As fases de pré-pupa, adulto
farado e desenvolvimento total ocorrem em 36h, 81h e 90h, respectivamente.

Analizando o desenvolvimento de C. albiceps a 27°C 60+10% UR e 14h de
fotoperiodo, Queiroz & Milward-de-Azevedo (1991), obtiveram a fase de pré-pupa
variando de 1 a 2 dias e de pupa entre 4 a 7 dias. Queiroz (1996), em estudo posterior
com C. albicpes, a 27°C, UR 60£10% e 14h de fotoperiodo, observou a fase de pré-
pupa com duracdo de 1 dia e desenvolvimento pupal entre 4 a 5 dias.

Proenca et al., (2014) no estudo intrapupal de C. putoria utilizando moela de
frango a 27°C dia/25°C noite, UR 60+10% e 14:10h de fotoperiodo, observaram o
desenvolvimento das pupas em 5 dias. Porém, o tempo de desenvolvimento das fases foi
maior do que o visto em ambos os estudos de C. albiceps.
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Conclustes Gerais

a)

b)

d)

No estudo dos diferentes tecidos de origem animal: figado suino, pulmé&o suino,
coragdo suino, musculo suino, coragdo bovino, pulméo bovino e musculo bovino a
temperatura de 28°C dia/ 26°C noite, UR 70+10% e 12h de fotofase, revela que o
figado suino alterou significativamente a taxa de desenvolvimento larval e duracéo
total comparado aos insetos criados nos demais tratamentos. Larvas alimentadas com
pulmao suino apresentam-se significativamente mais pesadas em relacdo a larvas
alimentadas em figado suino, musculo suino, pulmé&o bovino e musculo bovino.

Dos os sete tecidos testados, pulmdo suino, corac¢do suino, musculo suino, coragao
bovino, pulmdo bovino e musculo bovino, demonstram potencial nutricional e
influéncia positiva para o desenvolvimento de imaturos de C. putoria sob condi¢des
artificiais, baseado no desenvolvimento larval, pupal e total, massa corporal das lavas
maduras e percentual de viabilidade e razdo sexual.

No desenvolvimento pos-embrionario de C. albiceps em musculo suino e pulmao
suino sob as temperaturas 28°C dia/ 26°C noite, UR 70£10% e 12h de fotofase,
indica que pulm&o suino apresenta melhor desempenho comparado & dieta controle
(musculo bovino) obtendo o menor desenvolvimento larval, pupal e total, maior
média de massa corporal, e percentual de viabilidade em todos os estagios,
comparado a dieta controle (musculo bovino).

Evidencia-se a necessidade de se levar em consideracdo os tecidos em que
desenvolveram as larvas nos cadaveres para maior preciséo para o célculo do IPM.
Na caracterizacdo do desenvolvimento intrapupal de C. albiceps, cujas larvas foram
alimentadas em pulmdo suino, mantidas até a emergéncia dos adultos sob
temperatura controlada de 28°C dia/ 26°C noite, UR 7010 % e 12h de fotofase, a
fase criptocefélica ocorre de 4-6 horas ap0s a pupariacéo, a fase fanerocefalica de 6-
10 horas, a fase de adulto farado de 24 a 96 horas e a fase de adulto/emergéncia a 99

horas da pupariagdo.
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