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Resumo

A Entomologia Forense é a ciéncia que aplica o estudo dos insetos, dentre outros
artropodes, a procedimentos legais, estando subdividida em trés sub-areas principais:
Entomologia Urbana, Entomologia de Produtos Estocados e Entomologia Médico-Legal
ou Médico-Criminal. A fauna entomoldgica cadavérica no Brasil apresenta uma ampla
diversidade de espécies que se sucedem na carcaca, pois 0 processo de decomposi¢ao
oferece condigdes ideais principalmente ao desenvolvimento dos dipteros, dentre outros
insetos. A sucessao ecoldgica em carcagas ocorre em ondas de colonizacdo, também
denominada de sucessdo ecoldgica de colonizagdo de carcacas. A primeira onda, que é a
mais importante para o presente estudo, inclui principalmente as moscas-varejeiras;
dentre elas, merece destaque a espécie Chrysomya megacephala (Fabricius), um diptero
da familia Calliphoridae, que utiliza a carcaca para oviposi¢do ou para alimentacdo dos
adultos. Dos ovos eclodem as larvas, que se alimentam dos tecidos em decomposicao,
se desenvolvem e empupam no solo, nos arredores do cadaver, sendo assim possivel
estimar, a partir de evidéncias entomoldgicas, o tempo decorrido desde a morte até a
descoberta de cadaveres humanos, ou seja, o intervalo pds-morte ou IPM, além de
permitir obter informacdes do local onde possivelmente o crime tenha ocorrido, causa
da morte, entre outros aspectos. Alguns trabalhos tém demonstrado que varios fatores
podem afetar a determinagdo do IPM, tornando a investigacdo criminal mais dificil e,
quando ndo forem levados em considera¢do, conduzem a erros no calculo do IPM.
Dispersdo larval pds-alimentar, competicdo, predacdo, parasitismo, condicGes
ambientais, e a presenca de toxinas/drogas no corpo devem ser analisados em conjunto,
de modo que erros na estimativa do IPM sejam minimizados tanto quanto possivel.
Deste modo, testes preliminares utilizando dietas artificiais em laboratério sdo
necessarios para a criacdo de um banco de dados padrdo para investigar e quantificar as
possiveis alteragdes no desenvolvimento de insetos coletados da cena criminal,
reduzindo as chances de dados erréneos por desconhecimento de seus efeitos na taxa de
crescimento dos insetos, 0 que poderia produzir um IPM incorreto. O presente trabalho
objetivou conhecer os efeitos da droga anticoncepcional Ciclo 21, um medicamento
utilizado por mulheres para evitar a gravidez, o qual vem sendo muito utilizado nos dias
de hoje, sobre o tempo de desenvolvimento larval de C. megacephala, frente a
diferentes dosagens utilizadas (0,003 g, 0,03 g e 3,0 g). Foram utilizadas no total 1000
larvas, com densidades de 250 larvas em cada pote das diferentes dosagens (controle,



0,003 g, 0,03 g e 3,0 g), e estas foram pesadas em balanca analitica a cada 8 horas,
sendo selecionadas aleatoriamente 20 larvas de cada tratamento para cada uma das
pesagens. No que se refere a média de massas, esta foi menor durante todo o
desenvolvimento para a dosagem de 3,0 gramas. Diferencas significativas foram
observadas entre o tratamento de 3,0 g e 0s outros tratamentos, uma vez que as
dosagens iniciais causaram uma leve aceleracdo no processo de crescimento, pelo
menos nas horas iniciais, encurtando o tempo de empupagao, enquanto que a dosagem
mais alta retardou tal crescimento. Apds a emergéncia dos adultos, também foram
obtidos dados envolvendo a razdo sexual e a taxa de sobrevivéncia de machos, fémeas e
total para cada um dos diferentes tratamentos, além da medicdo das asas de 30
individuos de cada tratamento.
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1 Introdugéo

A Entomologia Forense é a ciéncia que aplica o estudo dos insetos, dentre outros
artropodes, a procedimentos legais. As informacfes sobre a biologia, ecologia e
distribuicdo espacial/temporal dos insetos ja contribuiram para a solu¢do de inimeros
crimes, indicando a identidade do morto, causa da morte, o lugar onde ocorreu, 0
assassino e, principalmente, o intervalo de tempo entre a morte e a data em que o
cadaver foi encontrado (OLIVEIRA — COSTA, 2003).

Os insetos podem ser usados como evidéncia na solucdo de crimes e em alguns
casos podem estar no centro de disputas judiciais, ao causarem danos a produtos
armazenados ou estruturas (KEH, 1985). Outras aplicacdes da Entomologia Forense
incluem: a determinagdo de indicios de movimentacdo de cadaver; a relacdo entre o
suspeito e a cena do crime (PUJOL-LUZ; ARANTES; CONSTANTINO, 2008); a
identificacdo de autoria do crime por meio do DNA obtido do sangue ingerido por
insetos hemato6fagos capturados na cena do crime (REPOGLE et al. 1994,
MUMCUOGLU et al. 2004); a deteccdo de drogas, venenos, medicamentos e metais
pesados em imaturos, adultos, puparios, exlvias e fezes de insetos (AMENDT;
KRETTEK; ZEHNER, 2004); a confirmacdo de hipdtese de abandono de menores e
maus tratos a idosos (BENECKE & LESSIG, 2001; BENECKE et al. 2004); a
determinacédo das circunstancias de abusos e estupros (GOMES, 2010) e a localizagéo
de regido produtora de drogas com consequente identificacdo da rede de distribuigéo
(CROSBY et al. 1986).

A primeira aplicacdo da entomologia forense estd descrita em um Manual Legal
Chinés do Século XIIl. Foi um caso de homicidio em que um lavrador apareceu
degolado por uma foice. Para resolver o caso, todos os lavradores da regido foram
obrigados a depositar suas foices no solo, ao ar livre. As moscas pousaram em apenas
uma delas, atraidas pelos restos de sangue que ainda estavam aderidos a lamina. A
conclusdo foi de que aquela era a foice do assassino (BENECKE & LESSIG, 2001).

Em 1855, o médico francés Bergeret estimou o IPM usando insetos pela primeira
vez para solucionar um caso sobre a autoria da morte de um recém-nascido

(BENECKE, 2001), e em 1894, foi publicado o primeiro livro na area, “La faune dés
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cadavres. application de [’entomologie a La medecine legale€”, escrito por Mégnin
(CATTS & GOFF, 1992; PUJOL-LUZ; ARANTES; CONSTANTINO, 2008).

Edgard Roquette Pinto e Oscar Freire, respectivamente nos Estados do Rio de
Janeiro e da Bahia, iniciaram a Entomologia Forense no Brasil em 1908 (PUJOL-LUZ
et al. 2008). Até hoje, muitos trabalhos académicos nessa area vém sendo realizados e

aplicados em grande escala, em conjunto com a policia.

Segundo Lord & Stevenson (1986), a Entomologia Forense foi classificada em trés
subéreas: - (1) Urbana: relativa as acdes civeis envolvendo a presenca de insetos em
bens culturais, imoveis ou estruturas. Um caso tipico seria o do comprador de um
imdvel que, pouco tempo depois da compra, descobre que ele se encontra infestado por
cupins e responsabiliza o vendedor pelo seu prejuizo. A questdo a ser respondida pela
Entomologia Forense é o tempo de infestacdo e se ocorreu antes ou depois da compra; -
(2) Produtos armazenados: diz respeito a contaminacdo, em pequena ou grande
extensdo, de produtos comerciais estocados. O comprador do lote de alimento infestado
por insetos pragas pode exigir do vendedor uma compensacao pelo prejuizo. O desafio
para a Entomologia Forense seria determinar quando ocorreu a infestacdo; - (3) Médico-
legal: refere-se a casos de morte violenta (crime contra a pessoa, acidentes de massa,
genocidios, etc.). A principal contribuicdo da Entomologia Forense, nesses casos, é a
estimativa do intervalo pds-morte. A estimativa do momento em que ocorreu a morte se
deve a quantidade de insetos necréfagos no corpo ou proximo dele, e do qudo
desenvolvidos estdo os insetos (ovos, larvas, pupas e os adultos). Desse modo,
conhecendo a biologia do inseto e a duracdo do seu ciclo de vida, se consegue chegar a
uma conclusao aproximada acerca de quanto tempo o corpo se encontra no local. Deve-
se levar em conta também os fatores abidticos, como a temperatura do cadaver, a

temperatura do ambiente, da massa de larvas, a umidade, dentre outros.

A ordem Diptera compreende aproximadamente 150.000 espécies descritas em 158
familias (THOMPSON, 2006), sendo uma das ordens mais abundantes da Classe
Insecta ou Hexapoda. Os dipteros despertam grande interesse nos estudos cientificos
devido ao grande numero de espécies descritas, grande distribuicdo geogréafica de
algumas espécies, facil manutencdo sob condigdes experimentais, rapida produgédo de
grande nimero de descendentes, importancia agricola por causarem danos econémicos a

fruticultura, e interesse como vetores de doencas, tendo, desta forma, importancia
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médico/veterindria de modo geral (PESSOA & MARTINS, 1988; MARCONDES,
2001; STONEHOUSE et al. 2004). Adicionalmente, algumas espécies de interesse
forense alimentam-se de restos de animais mortos, atuando assim na decomposigéo e

ciclagem da matéria organica (GOMES, 2010).

Apds alguns anos de avancos nas ciéncias forenses, os pesquisadores da area e
investigadores reconheceram a importancia dos insetos necrofagos, e a entomologia
forense ganhou maior importancia e atualmente representa uma &area em expans&o,
entretanto, marcada pela caréncia de profissionais qualificados. E interessante notar que
h& mais de 700 anos ja se sabia do potencial dos insetos em investigacfes criminais,
mas somente nas Ultimas décadas a ciéncia forense consolidou-se como um campo de

estudo em medicina criminal e legal (GOMES, 2010).

A fauna entomoldgica cadavérica no Brasil apresenta uma ampla diversidade de
espécies que se sucedem na carcaca, pois o processo de decomposicdo oferece
condicGes ideais ao desenvolvimento dos dipteros, principalmente (HOBSON, 1932;
KEH, 1985). Essa sucessdo ecoldgica em carcacas ocorre em ondas de colonizagdo, ou
seja, no processo de decomposicdo das carcagas ocorre uma sucessdo sequencial de
diferentes espécies necrdfagas. Tal sucessdo ecoldgica depende do estagio de
decomposicdo da carcaca, tamanho do corpo, condi¢des climaticas, sazonalidade e

condic@es abidticas, como o tipo de solo (GOMES, 2010).

Os primeiros insetos a localizarem e colonizarem o cadaver em decomposi¢do sdo
principalmente as moscas-varejeiras, dentre elas, merece destaque a espécie Chrysomya
megacephala (Fabricius), um diptero da familia Calliphoridae. Quando uma fonte
alimentar apropriada e localizada, se as moscas adultas tiverem acesso adequado, elas
logo comecam a ovipor ou a se alimentar da fonte proteica para mais tarde ovipor. Em
cadaveres sem feridas, os sitios preferenciais de oviposi¢do serdo, geralmente, os
orificios naturais do corpo (olhos, orelhas, nariz, boca e, quando expostos, anus e
genitalias). Os ferimentos ou sangue poderdo fornecer sitios preferenciais de oviposicéo,
embora essa atracdo seja variavel conforme as espécies de moscas envolvidas e o grau
de ferimento (GOFF & LORD, 1994). Por outro lado, se o corpo for oculto ou
submerso, o processo de colonizacdo pode ser dificultado (CATTS & GOFF, 1992), ja

que a deteccdo dos odores da decomposicdo é dificultada e as moscas, exceto algumas
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espécies de Phoridae, ndo sdo capazes de se estabelecerem no corpo enterrado em uma
profundidade superior a 30 cm (CAMPOBASSO, VELLA, INTRONA, 2001).

Muitas espécies de moscas-varejeiras depositam seus ovos ou larvas em substratos
discretos, constituindo unidades separadas e pequenas, tais como fezes, carcacas, frutos,
fungos e vegetais em decomposicdo (DE JONG, 1979; ATKINSON & SHORROCKS,
1981, 1984; HANSKI, 1987), entre as quais se incluem espécies do género Chrysomya
(Robineau-Desvoidy) como C. megacephala, que procria principalmente em carcagas e
fezes (GUIMARAES; PRADO; LINHARES, 1978, BAUMGARTNER &
GREENBERG, 1984; GUIMARAES, 1984). Estes substratos sdo considerados
discretos por constituirem unidades separadas no espaco, e sdo caracterizados como
efémeros em virtude das mudancas sucessivas e rapidas que neles ocorrem
(ATKINSON & SHORROCKS, 1981; SHORROCKS, 1991), havendo na maioria dos
casos, tempo suficiente para apenas uma geracdo de cada espécie de inseto procriar
antes da completa exaustdo dos recursos (ATKINSON & SHORROCKS, 1981; IVES,
1988).

Até pouco antes de 1980, o género Chrysomya estava restrito aos tropicos do Velho
Mundo onde sdo as moscas-varejeiras mais abundantes e economicamente importantes.
Em 1975, grande numero de exemplares de Chrysomya putoria (Wiedemann) foi
encontrado em Curitiba, sul do Brasil a cerca de 110 km da costa (IMBIRIBA et al.
1977). Um pouco mais tarde, Guimaraes e colaboradores (1978) reportaram C. putoria
(Wiedemann), C. albiceps (Wiedemann) e C. megacephala (Fabricius) em Campinas e
Santos, no estado de Sao Paulo. Essas trés especies foram provavelmente introduzidas
no Brasil através de navios, por volta de 1975 com o influxo de portugueses refugiados
da Africa e se espalharam rapidamente por aqui (GUIMARAES; PRADO; LINHARES,
1978; GUIMARAES; PRADO; BURALLI, 1979; LAURENCE, 1981).

Dipteros do género Chrysomya apresentam coloragdo metélica, tipica dos
califorideos, verde até negro-azulado, além de apresentarem faixas ou bandas
transversais opacas e enegrecidas no apice dos segmentos abdominais (TRIPLEHORN
& JOHNSON, 2010; CARVALHO & MELLO-PATIU, 2008). Além disso, C.
megacephala é distinguivel das outras espécies do género principalmente pela coloracdo
do espiraculo anterior, que é acastanhada, antenas e genae marron-avermelhadas,

tamanho grande da cabeca em relacdo ao tamanho do corpo, e extremidade inferior dos
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olhos dos machos com uma area de facetas menores que a da extremidade inferior dos
mesmos (na forma sinantropica da espécie, que apresenta ampla distribui¢do geografica)
(GUIMARAES; PRADO; LINHARES, 1978).

Chrysomya megacephala é conhecida como mosca-de-latrina na regido Oriental,
pelo seu habito de frequentar latrinas, banheiros publicos e procriar extensamente em
fezes humanas (NORRIS, 1965; GUIMARAES, 1984). A capacidade de localizacio do
alimento nessas moscas deve-se a 6rgaos sensitivos altamente adaptados para a deteccéo
de odores (REED-JR, 1958; BRAACK, 1987).

As moscas C. megacephala, dentre outras do género, sdo uma espécie de “reldogio
bioldgico” indireto, tendo fundamental importancia no ramo da entomologia forense por
indicarem o tempo de decomposicdo de cadaveres, comumente referido como Intervalo
Post Morte, o IPM (WELLS & GREENBERG 1992; VON ZUBEN et al. 1996;
GOMES; VON ZUBEN; SANCHES, 2003). A determinacdo do IPM requer
conhecimento sobre os habitos e biologia das espécies necrofagas (VON ZUBEN, 2001,
OLIVEIRA-COSTA, 2003). Os vestigios entomoldgicos podem ser coletados por
peritos bem treinados, porém é imprescindivel que a identificacdo dos insetos seja
acurada, o que dependera de um entomologista experiente (CATTS & HASKELL,
1991).

Catts & Haskell (1991) discriminaram duas maneiras de determinacdo do IPM
utilizando dados entomoldgicos: uma dada pela oviposicdo de dipteros no substrato,
poucas horas depois do inicio do processo de putrefacdo, ao determinar a idade da prole
coletada no local, com o espécime mais velho correspondendo ao menor intervalo de
tempo entre a colonizagéo e a descoberta do corpo; e outra com a previsivel sequéncia
na sucessao da fauna de artropodes colonizando o cadaver, indo desde insetos da ordem

Diptera até besouros, arachideos e/ou outros artropodes.

Vérios fatores podem afetar a determinagdo do IPM, tornando a investigacéo
criminal mais dificil e, quando ndo forem levados em consideracdo, conduzem a erros
no célculo do IPM. Dispersao larval pos-alimentar, competicdo, predacao, parasitismo,
condicdes ambientais, e a presenca de toxinas/drogas no corpo devem ser analisados em
conjunto, de modo que erros na estimativa do IPM sejam minimizados tanto quanto
possivel (AMENDT; KRETTEK; ZEHNER, 2004).
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Nos ltimos tempos, o uso de diversas substancias (licitas ou ndo) vem aumentando
muito por parte de homens e mulheres, e por consequéncia, sua presenca em cadaveres
também. Desta maneira tem havido uma tendéncia no estudo dos efeitos que drogas e
toxinas exercem no desenvolvimento larval (Entomotoxicologia), pois a aceleracdo ou
retardo nesta taxa podem interferir na estimativa do intervalo pés-morte (IPM) quando
baseada na biologia desses insetos (GOFF; BROWN; OMORI, 1992; CARVALHO;
LINHARES; TRIGO, 2001; GRELLA & THYSSEN, 2008).

Entomotoxicologia trata da analise de insetos para determinar se uma pessoa
consumiu drogas ou foi envenenada, a partir da coleta de insetos que se alimentaram do
cadaver, principalmente larvas de moscas (GOMES, 2008). Isto é especialmente Util
quando ndo ha& mais vestigios de sangue, urina ou em casos nos quais tecidos e 0rgaos
internos estdo em estado avancado de putrefacdo, servindo os insetos como fonte
alternativa segura para tais analises (INTRONA, CAMPOBASSO, GOFF, 2001; PIEN
et al. 2004).

Essa area de pesquisa surgiu na década de 1970, quando Sohal e Lamb conduziram
suas pesquisas demonstrando o acumulo de ferro e zinco em adultos de Musca
domestica (Linnaeus) (Diptera: Muscidae) e, mais tarde, a presenca de mercdrio em
larvas, pupérios e adultos de califorideos que se alimentaram de peixe contaminado
(NUORTEVA, NUORTEVA, 1982; INTRONA, CAMPOBASSO, GOFF, 2001). Em
1980, a determinacdo qualitativa de drogas em insetos e cadaveres comecou a ser
investigada. Nos anos 90, alguns estudos revelaram tracos de drogas em larvas de
moscas-varejeiras que se alimentavam de corpos em decomposicao. Coletadas e levadas
ao laboratorio, as larvas revelaram a presenca de cocaina e morfina em seus tecidos,

uma prova de que as pessoas haviam consumido essas drogas (GOMES, 2008).

Além de serem facilmente coletadas e criadas, as larvas das moscas-varejeiras
contém menos contaminantes do que os tecidos de cadaveres comumente utilizados para
analises toxicoldgicas (KINTZ; TRACQUI; MANGIN, 1990). Varejeiras séo
facilmente criadas em laboratério, confinadas em gaiolas especiais teladas, e mantidas
com &gua e agUcar. Para o desenvolvimento das larvas, pode-se utilizar carne bovina em
decomposicdo ou dietas especiais (VON ZUBEN, 2003).
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Estudos sobre a influéncia das drogas no desenvolvimento dos insetos podem ser
feitos através de dietas artificiais, acrescendo concentracdes conhecidas de droga ou
toxina ou, ainda, serem administradas oralmente ou por infusdéo num modelo animal
vivo, sendo os tecidos de tal vertebrado utilizados posteriormente como fonte de
alimento para as larvas de insetos, permitindo que tais drogas ou toxinas sejam
metabolizadas pelo vertebrado antes de sua ingestdo pelo inseto (GOFF & LORD,
2001). Deve-se levar em conta que a ndo deteccdo de uma substancia em larvas que se
alimentam da carcaca ndo implica, necessariamente, na auséncia da mesma na fonte
alimentar (CAMPOBASSO et al. 2004).

No Brasil muitas pesquisas tém sido realizadas com diferentes tipos de drogas,
tentando elucidar as relagdes entre estas e o ciclo de vida das diferentes espécies de
dipteros de interesse forense (FERRARI et al. 2008). Entre essas substancias podemos
citar o fenobarbital, benzodiazepinicos, anfetaminicos, escopolamina, esterdides
anabdlico-androgénicos, cocaina e maconha (CARVALHO, LINHARES, TRIGO,
2001; GRELLA, ESTRADA, THYSSEN, 2007; FERRARI et al., 2008; OLIVEIRA et
al., 2009; SOUZA, THYSSEN, LINHARES, 2011). Outro fator que também vem sendo
estudado ultimamente é quais os efeitos destas drogas para diferentes dosagens das
mesmas na dieta, fazendo referéncias as possiveis dosagens toxicoldgicas nos corpos
humanos, pela analise do desenvolvimento larval destes dipteros (SADLER et al. 1995;
CARVALHO; LINHARES; TRIGO, 2001; HEDOIN et al. 2001).

Um exemplo de substancia que vem sendo muito utilizada nas Ultimas décadas é o
anticoncepcional. Em maio de 2012, a pilula completou 50 anos, e este medicamento é
um dos métodos contraceptivos mais procurados em quase todo o0 mundo nos dias de
hoje, de acordo com o Ministério da Saude. A pilula é feita a base de estrogénio e
progesterona (horménios que impedem a ovulacdo), e é usada por muitas mulheres para

adiar os planos da maternidade.

Um modelo experimental com moscas da espéecie C. megacephala foi desenvolvido
na Tailandia por um grupo de pesquisadores para testar os efeitos do anticoncepcional
humano (Microgest ®, Tailandia), dose baixa: 0,036 mg / mL e alta: 0,072 mg/ mL, na
reproducdo e prole das varejeiras. Os resultados obtidos provaram que ocorrem
alteracdes celulares, uma diminuicdo na producdo de ovariolos e menor numero de

ovariolos completamente maduros nas geracbes Fi, F, e F3, quando os machos e as
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fémeas sdo alimentados com a dose alta do medicamento. Tal informacdo fornece
conhecimento cientifico que pode ser aplicado em estratégia de controle da mosca no
futuro (CHAIWONG et al. 2011).

Por outro lado, este medicamento ainda ndo foi testado para analise do
desenvolvimento das moscas e possivel implicacdo na estimativa do IPM. Em virtude
disso, este trabalho estudou os efeitos de um anticoncepcional humano no
desenvolvimento larval de C. megacephala (Fabricius) (Diptera: Calliphoridae) para
fins forenses, reduzindo as chances de dados errdneos por desconhecimento de seus
efeitos na taxa de crescimento dos insetos, o que poderia produzir uma estimativa de

IPM incorreta.
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2 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi procurar contribuir para um melhor
conhecimento dos efeitos de horménios (progesterona e estrogénio) no desenvolvimento
larval de moscas-varejeiras, mais especificamente analisar a ocorréncia de mudancas
neste desenvolvimento em larvas de C. megacephala, para diferentes concentracfes do
anticoncepcional utilizado em humanos, quando adicionado a um substrato de criacéo,
compilando o maior nimero de informacdes a fim de complementar os bancos de dados
relacionados a Entomologia Forense, voltada a area de Entomotoxicologia, para que 0s
profissionais da area possam utilizar a Entomologia como técnica confiavel e precisa em

suas investigacOes, permitindo assim uma estimativa do IPM mais acurada.
A motivacdo e a justificativa para este tipo de escolha sdo as seguintes:

- Os dipteros que foram utilizados neste trabalho (C. megacephala) tém importancia na
entomologia forense devido a seu habito necr6fago e grande presenca em corpos de
animais e pessoas em decomposicdo aqui no Brasil, sendo esta espécie considerada
praga do ponto vista médico/sanitario/veterinario; desta forma sdo necessarios trabalhos

que procurem compreender melhor sua biologia e auxiliar no seu controle;

- Uma vez que drogas podem atuar no desenvolvimento larval, seja acelerando ou
retardando o processo, isto pode interferir nas estimativas do Intervalo P6s-Morte (IPM)

a partir de dados entomoldgicos coletados;

- Pelo crescente uso humano da pilula anticoncepcional, utilizada para evitar a gravidez

indesejada.
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3 Materiais e Métodos

Inicialmente, espécimes adultos de ambos os sexos de C. megacephala (Figura 1)
foram coletados com o auxilio de uma rede entomoldgica, mais conhecida como pugca,
utilizando-se carne bovina moida em inicio de putrefacdo, exposta ao ar livre, como isca
para atracdo das moscas-varejeiras, dentro do Instituto de Biociéncias da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), em Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil.

Figura 1. Foto da espécie estudada: Chrysomya megacephala. Individuo do sexo
masculino. (Fotografia de Guilherme Gomes)

As moscas capturadas foram transferidas para gaiolas teladas (Figura 2) e mantidas
em sala com temperatura controlada (27 + 1°C), umidade relativa (UR) de 70 + 10% e
fotoperiodo de 12 horas. Foram fornecidos agua e agucar refinado ad libitum aos
insetos, os quais foram considerados como geragdo parental do presente estudo. Além
de agUcar e agua, figado bovino picado também foi oferecido, sendo este destinado ao
fornecimento proteico necessario para o desenvolvimento ovariano das fémeas adultas
(LINHARES, 1988).

Figura 2. Detalhe de uma gaiola telada, onde foram mantidos os individuos adultos na sala

climatizada. (Fotografia de Richard Edgar Moretto)
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Apbs o desenvolvimento ovariano completo das fémeas, para estimular a
oviposic¢do, carne bovina moida crua foi colocada na gaiola por algumas horas, a qual
foi utilizada como substrato para a postura de ovos das fémeas gravidas; estes ovos
foram utilizados para a producdo da geracdo F;. Posteriormente, todo este processo foi
repetido até a obtencdo de ovos de geracdo F,. Somente a geracdo F, foi utilizada nos
experimentos, por ser progénie de uma que teve todo o seu desenvolvimento sob

condigOes experimentais.

Os ovos da geracdo F, foram retirados da carne moida com pincel e pinga de ponta
fina, colocados em placas de Petri com papel filtro Umido e mantidos em camaras
climaticas, sob temperatura de 27 + 1°C e fotoperiodo de 12 horas claro/escuro, até o
momento da ecloséo das larvas. Assim, as larvas foram contadas e colocadas em dietas
artificiais (preparadas segundo Leal et al. 1982), contendo diferentes dosagens para a
droga utilizada no presente estudo.

A substancia utilizada foi o anticoncepcional Ciclo 21® (cada comprimido com
etinilestradiol (horménio estrogénio) 0,03 mg + levonorgestrel (um tipo de progesterona

sintética) 0,15 mg - Laborat6rio Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A).

Para a realizacdo do experimento, foram utilizadas 1.000 larvas, no total, sendo 250
delas para cada pote de tratamento. Todos 0s potes receberam a mesma quantidade de
dieta (125g) (Figura 3). O pote controle [C] possuiu apenas a dieta, enquanto 0s outros
potes contiveram dosagens diferentes da substancia testada dissolvidas na dieta para
observagdo dos efeitos no desenvolvimento das larvas frente a diferentes tratamentos
(controle [C]; 0,003 g [D1]; 0,03 g [D2] e 3,0 g [D3]). Depois de preparados os potes
com as larvas, estes foram colocados em uma B.O.D., com temperatura controlada de
27 = 1°C e em intervalos de 8 horas, 20 larvas de cada pote foram coletadas

aleatoriamente e em seguida pesadas individualmente em balanca analitica.



17

Figura 3. Potes de dieta contendo os diferentes tratamentos propostos. (Fotografia de
Richard Edgar Moretto)

Apo6s a pesagem, as mesmas foram devolvidas aos seus respectivos potes de
tratamento para que se mantivesse um ndmero constante na densidade populacional do
pote, evitando qualquer alteracdo no desenvolvimento das mesmas (VON ZUBEN,
1995; IRELAND & TURNER, 2006).

Para as pesagens, foi utilizada balanga analitica Ohaus do laboratério de
Entomologia Forense do Departamento de Zoologia, Instituto de Biociéncias da
UNESP, Campus de Rio Claro.

Apos o término de todas as pesagens e atingido o tempo de pupacdo (momento em
que as larvas comecam a ficar mais escuras e a apresentar comportamento de se
locomoverem intensamente pelo pote, em busca de um local adequado para empupacao
(GOMES; VON ZUBEN; SANCHES, 2003), cada pote com as larvas foi colocado
dentro de outros potes maiores contendo serragem e fechado com organza, para que as
larvas empupassem. Apos 0s potes serem vedados com tecido elastico telado, foram
mantidos em BOD a 27 = 1°C até a emergéncia dos adultos (Figura 4). Apds este
momento, também foram coletados dados acerca da taxa de sobrevivéncia, razdo sexual
de machos e fémeas emergidos, além da medicdo das asas de 30 individuos de cada
tratamento (sendo 15 machos e 15 fémeas, coletados aleatoriamente). Para tanto, os

individuos foram mortos em baixas temperaturas.
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Figura 4. Na BOD, potes maiores contendo serragem e no seu interior, 0s potes menores
com as larvas prestes a empuparem.

Com o objetivo de se comparar os dados entre todos os tratamentos, as analises dos
dados obtidos foram realizadas através de modelos estatisticos (SAS® procglm, oneway
para anélise de variancia e STATISTICA® para o teste de ANOVA). Os resultados
foram apresentados sob a forma de gréficos e tabelas de desenvolvimento larval para

cada um dos tratamentos.
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4 Resultados e Discussao

Observando os dados referentes a cada dosagem do remédio, chegou-se a conclusao
de que o anticoncepcional Ciclo 21 no substrato alimentar (dieta artificial) causou
mudangas no tempo de desenvolvimento larval de C. megacephala nas diferentes
dosagens e na comparacdo destas com o controle. Quanto maior a dose de
anticoncepcional Ciclo 21 nas dietas, maior o retardo no tempo de desenvolvimento das
larvas de C. megacephala, e consequentemente maior é o retardo no periodo de
empupagdo. Enquanto isso, tratamentos com dosagens menores aceleram o
desenvolvimento. Este fato fica muito evidente no periodo que se estende de 32 horas

até 64 horas, como pode ser visto na Figura 5.

Figura 5. Padréo de desenvolvimento larval de C. megacephala frente a diferentes tratamentos.
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A Figura 5 mostra o que realmente ocorreu durante as 96 horas de experimento,
para todos os tratamentos propostos (controle, 0,003g; 0,03g e 3,0g). E claramente
observavel que a curva do tratamento de maior dosagem (em rosa) apresenta um atraso

visivel com relacdo aos demais, sobressaltado principalmente até 72 horas, ponto este
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em que marca o inicio do momento de empupacdo, comecando os valores de massa a
ficarem préximos daqueles dos demais tratamentos.

A andlise do desenvolvimento larval de C. megacephala mostrou diferencas
estatisticas significativas (F = 3,988; p < 0,0005) entre os diferentes tratamentos e o
controle, comprovando que o anticoncepcional humano Ciclo 21®causa algum tipo de

efeito sobre o desenvolvimento das larvas.

A literatura vinculada a Entomotoxicologia referente a trabalhos que enfocam o
estudo de esteroides é restrita (FORNARI, A.R.S.; THYSSEN, P.J.; LINHARES, A.X.,
2010). Foram avaliados até hoje quatro farmacos pertencentes a esta classe: a
hidrocortisona (MUSVASVA et al., 2001), a testosterona de uso veterinario (FERRARI
et al., 2008), além da testosterona de uso humano (FORNARI, A.R.S.; THYSSEN, P.J.;
LINHARES, A.X., 2010) e da progesterona (DA SILVA, VILLET, 2006).

Para a hidrocortisona, um esterdide utilizado comumente no tratamento de quadros
inflamatorios, apesar de ter sido observado que o tempo de desenvolvimento larval foi
acelerado e o tempo de pupariacdo foi atrasado, ndo foi encontrada relagcdo entre a
concentracdo dessa droga e o tempo de desenvolvimento de imaturos de Sarcophaga
(Curranea) tibialis (Macquart) (Diptera: Sarcophagidae) (MUSVASVA et al., 2001).

Ferrari e colaboradores (2008) ndo encontraram diferenca no tempo de
desenvolvimento dos imaturos de C. albiceps expostos a testosterona de uso veterinario
(Androgenol®, Hertape, Brasil), considerando a variacdo de concentragdo e 0 grupo
mantido sem a presenca deste composto. Os resultados apresentados por C. albiceps e
C. putoria para a acdo da testosterona de uso humano, indicaram a auséncia de
interferéncia da droga no desenvolvimento das espécies avaliadas (FORNARI, A.R.S;
THYSSEN, P.J.; LINHARES, A.X., 2010).

Ja no caso da progesterona, hormoénio encontrado no anticoncepcional humano
utilizado no presente estudo, Da Silva e Villet (2006) verificaram em suas pesquisas,
ndo haver interferéncia de diferentes concentragdes da mesma no desenvolvimento da
espécie Chrysomya chloropyga (Wiedemann), indicando que a presenca do hormonio
progesterénico em um cadaver nao ir4 afetar a estimativa do IPM. Porém, no presente

estudo, o resultado né&o foi 0 mesmo encontrado para C. megacephala.
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Comparando-se cada um dos tratamentos, os testes estatisticos mostram que ndo ha
diferenca significativa entre os tratamentos controle, 0,003 g e 0,03 g, mas sim quando
esses sdo comparados com a dosagem maxima de 3,0 g, uma vez que as dosagens
iniciais causam uma leve aceleracdo no desenvolvimento, pelo menos nas horas iniciais
do mesmo e no tempo de empupacdo, engquanto que a dosagem alta retarda o
crescimento e amplia o tempo necessério para empupacao (Figura 6). As linhas verticais
indicam as médias de massas do total de 20 individuos, com o desvio padrdo méaximo e
minimo para as massas durante as 96 horas, ndo levando em consideracdo cada um dos

intervalos de tempo medidos individualmente.

Figura 6.Comparacdo massa X tratamento e suas diferencas significativas
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Visando maximizar a discussao acerca da comparagdo massa X tratamento, a tabela
a seguir (Tabela 1) mostra onde realmente ocorreram as diferengas significativas para os
tratamentos. Os valores destacados em vermelho na tabela mostram que os resultados
sdo significativamente diferentes na comparagdo de tais tratamentos, enquanto que 0s

demais (pretos) ndo apresentam diferencas significativas em sua comparacao.
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Tabela 1. Comparagdo dos tratamentos mostrando que a dose mais alta (3,0 g) é
significativamente diferente de todas as outras doses menores e do controle.

Tratamentos Controle 0.003g 0.03g 3.0g

Controle 1,000000 1,000000 0,000000
0.003g 1,000000 1,000000 0,000000
0.03g 1,000000 1,000000 0,000000
3.0g 0,000000 0,000000 0,000000

Atualmente, aproximadamente 100 milhdes de mulheres utilizam a pilula
anticoncepcional no mundo, segundo dados informados pelo Instituto Guttmacher,
organizacdo de saude sexual dos Estados Unidos e, no Brasil, 10,4 milhGes de mulheres
usam a pilula, segundo dados de 2006, da Pesquisa por Amostragem de Domicilios
(Pnad), do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Devido a essa
crescente busca pelo medicamento, este trabalho teve o interesse de analisar seus efeitos
nas larvas de C. megacephala, para inferir com uma maior precisdao o Intervalo Post-
Morte, em situacdes em que o medicamento pode ter sido consumido antes da morte da
pessoa. Um exemplo de uma situagdo em que pode ocorrer o uso abusivo do
medicamento é o de uma crianca ingerir muitos comprimidos, os quais lembram balas
de aclcar, sem a supervisdo de um adulto. Mas por outro lado, a maior dose (3,0 g)
extrapolou os valores que normalmente poderiam ser esperados em uma “overdose de
anticoncepcional”. Diante disso, os resultados obtidos no presente estudo comprovam
que ha diferenca significativa de todos os tratamentos e controle em relagdo a dose de
3,0 gramas, o que tem implicagbes em Entomotoxicologia.

Comparando-se a média das massas durante o desenvolvimento, verificou-se que
durante todo o tempo, a média de massa para a dosagem de 3,0 gramas foi menor,
quando comparada com as outras dosagens e o frasco controle. As médias das massas

estdo apresentadas na Tabela 2 a seguir:
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Tabela 2. Média das massas individuais (mg) de 20 individuos pesados por intervalo de tempo
utilizado (8 horas), para todos os tratamentos propostos.

Horas

0

8

16
24
32
40
48
56
64
72
80
88
96

Controle
0,655
1,105
2,925
7,675

12,035
23,075
44,855
58,06
69,115
74,94
68,625
65,34
67,475

Tratamentos
0.003g 0.03g
0,54 0,485
1,295 1,09
3,335 2,975
8,235 6,99
12,795 11,955
28,485 23,86
43,345 40,985
61,625 60,62
63,425 69,675
65,79 67,635
72,7 71,125
66,41 70,3
66,145 68,345

38
0,375
0,9
2,41
5,97
9,375
16,71
31,49
49,71
58,99
66,61
72,23
66,17
67,505

Analisando a Tabela 2, pode-se observar que logo nas primeiras horas, ha diferenca

entre os trés primeiros tratamentos e o Gltimo (3,0 g). E importante destacar alguns

horarios em que tal diferenca é nitida, como a 40 e 48 horas, em que a média de massa

para o tratamento de maior dosagem € quase metade do valor médio para os demais

tratamentos.

Além disso, foi feita uma analise da diferenca de massas entre um periodo e seu

imediatamente anterior, com o intuito de observar quais foram os periodos em que as

larvas estavam ganhando mais peso. A Tabela 3 mostra o ganho de massa para cada um

dos periodos do experimento, feita subtraindo-se a média das massas para cada uma das

horas pela média das massas da hora anterior:
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Tabela 3. Ganho de massa (mg) para cada um dos tratamentos, entre diferencgas de intervalos de
tempo regulares.

Horas Tratamentos
Controle 0.003g 0.03g 3g
0-8 0,45 0,755 0,605 0,525
8-16 1,82 2,04 1,885 1,51
16-24 4,75 4,9 4,015 3,56
24-32 4,36 4,56 4,965 3,405
32-40 11,04 15,69 11,905 7,335

40-48 21,785 14,86 17,125 14,78
48-56 13,205 18,28 19,635 18,22

56-64 11,055 0,8 9,055 9,28
64-72 5,825 2,365 -2,04 7,62
72-80 -6,315 6,91 3,49 5,62
80-88 -3,285 -6,29 -0,825  -6,06
88-96 2,135 -0,265 -1,955 1,335

Analisando-se a Tabela 3, pode-se verificar que o periodo de maior ganho de massa
para os tratamentos se deu entre 32 e 56 horas do desenvolvimento (periodo préximo ao
ponto de inflex&@o das curvas da Figura 7), sendo que, a partir desse intervalo, tal ganho
era menor ou inexistente quando comparado com seu imediatamente anterior. Os pontos
negativos na tabela demonstram os horarios em que possivelmente as larvas comegaram
a se preparar para 0 processo de empupacdo, se alimentando menos ou cessando tal

processo. A Figura 7 ilustra os dados apresentados na Tabela 3.

Figura 7. Ganho de massa em cada um dos cinco tratamentos, por intervalos de tempo.

B Tratamentos 3g

Tratamentos 0.03g

B Tratamentos 0.003g

H Tratamentos Controle

As figuras 8 a 11 comparam o crescimento sigmoide para cada um dos tratamentos,
mostrando tanto a curva de crescimento para cada uma delas (em preto), quanto a
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variacdo de massa para cada hora, mostrando os diferentes valores de massa dos 20
individuos pesados para cada uma das horas.

Figura 8.Curva de crescimento larval do grupo Controle, relacionando a massa corpérea (g)
com o tempo de desenvolvimento (horas). Cada ponto indica o peso anotado de uma larva para
aquele momento.
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Figura 9. Curva de crescimento larval do grupo com 0,003g de anticoncepcional, relacionando
a massa corpérea (g) com o tempo de desenvolvimento (horas). Cada ponto indica o peso
anotado de uma larva para aquele momento.
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Figura 10. Curva de crescimento larval do grupo com 0,03g de anticoncepcional, relacionando

a massa corpérea (g) com o tempo de desenvolvimento (horas). Cada ponto indica o peso

anotado de uma larva para aquele momento.
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Figura 11. Curva de crescimento larval do grupo com 3g de anticoncepcional, relacionando a
massa corporea (g) com o tempo de desenvolvimento (horas). Cada ponto indica o peso anotado

de uma larva para aquele momento.
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Analisando os valores de massa obtidos no experimento (Figuras 8, 9, 10 e 11)

pode-se perceber que realmente houve diferencas discretas nas massas obtidas nas

pesagens entre os tratamentos no decorrer do tempo, sendo que todos eles apresentaram

um crescimento sigmoide, que se inicia com um crescimento baixo (lento), seguido de

um periodo acelerado de aumento de massa (momento da primeira inflexdo nos
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gréficos) e depois um periodo em que os valores de massa param de aumentar e tendem
a “estabilizar” até os individuos empuparem.

Apoés a emergéncia dos adultos, os mesmos foram contabilizados para a obtencéo
dos dados referentes a razdo sexual (relacdo numeérica entre machos e fémeas) (Tabela

4) e taxa de sobrevivéncia de machos, fémeas e total para cada um dos tratamentos

(Tabela 5).
Tabela 4. Razdo Sexual (em porcentagem) de machos e fémeas emergidos para cada um dos
tratamentos.
Tratamentos Machos Fémeas
Controle 48,44% 51,56%
0,003g 48,74% 51,26%
0,03g 44,87% 55,13%
3g 42,94% 57,05%

No referente a proporcao de individuos de cada sexo, ndo foi observada nenhuma
grande alteracdo em relacdo a proporcdo esperada (50% para cada um dos sexos), sendo
que o tratamento que apresentou maior diferenca foi o de 3,0 gramas (42,94% de
machos contra 57,05% de fémeas). O fato mais interessante a ser destacado € que em
todos os tratamentos, a porcentagem de fémeas emergidas foi maior do que a de machos
emergidos, mas isso ndo quer dizer que tal fato foi efeito do anticoncepcional Ciclo 21
apenas, e pode ter sido efeito de outros fatores bidticos e abioticos, como alteragfes no

microambiente e competicédo intraespecifica (VON ZUBEN, 1995).

Tabela 5. Numero de individuos ap6s a eclosdo, porcentagem de sobrevivéncia de machos e
fémeas para cada um dos tratamentos e taxa de sobrevivéncia total.

Total inicial de

Tratamentos individuos Sobreviventes machos Sobreviventes fémeas Sobrevivéncia Total
Controle 250 12,4% (31) 13,2% (33) 25,60%
0,003g 250 23,2% (58) 24,2% (61) 47,60%
0,03g 250 28% (70) 34,4% (86) 62,40%
3g 250 28% (70) 37,2% (93) 65,20%

Com estes dados de taxas se sobrevivéncia (Tabela 5), pode-se notar que houve

uma alta mortalidade das larvas do grupo controle em relacdo aos grupos tratados com



28

anticoncepcional. Esse mesmo fato ocorreu durante o experimento com testosterona de
uso veterinario de FERRARI et al. (2008), em que os autores ndo obtiveram uma
explicagdo para o ocorrido. Contudo, eles ndo descartaram a hipdtese de que a
testosterona, ao promover um efeito anabolico no desenvolvimento das larvas, possa
evitar a mortalidade de larvas que poderia ser esperada mesmo em situacOes
laboratoriais controladas.

Analisando esses resultados, pode-se observar também que a porcentagem de
fémeas sobreviventes em todos os tratamentos é maior do que a de machos
sobreviventes.

Além disso, o fato que mais chamou atencdo no presente trabalho é que o
tratamento de 3,0 g, além de apresentar a maior tendéncia na razdo sexual a favor das
fémeas, apresentou a maior taxa de sobrevivéncia de todos os tratamentos realizados.
Desse modo, mais estudos devem ser realizados para se chegar a uma explicacdo mais
embasada para este fato, caso 0 mesmo se repita.

Por fim, no que se refere a analise do comprimento das asas dos adultos de todos 0s
tratamentos, a diferenca entre machos e fémeas ndo é significativa (F = 1,118; p =
1,000), nos indicando que matematicamente ndo ha diferenca entre o tamanho das asas
dos machos e das fémeas.

Ja quando analisamos os tratamentos individualmente, vemos que ocorre diferenca
significativa entre eles, independente do sexo do individuo mensurado (F = 13,344; p <
0,0005), nos indicando que ha alteracdo no tamanho das asas conforme os tratamentos
sdo alterados, de forma que ha uma gradacdo de aumento do comprimento das asas,

conforme se diminui a dosagem nos tratamentos apresentados no experimento.
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5 Conclusoes

Analisando os resultados dos testes estatisticos, € possivel concluir que realmente
existe um efeito causado pelo anticoncepcional Ciclo 21® no crescimento das larvas da
espécie C. megacephala, sendo que o tratamento com a maior concentracdo do
medicamento (3,0 g) resultou na diminuigdo da massa dos individuos em comparacao
ao tratamento Controle, para a maioria dos intervalos de hora analisados. Porém, essa
alta concentracdo extrapolou valores que podem ser encontrados em um ser humano
adulto.

Também é possivel concluir que o anticoncepcional Ciclo 21 pode ter causado um
efeito positivo na taxa de sobrevivéncia para esta espécie, havendo uma quantidade alta
de sobreviventes nos tratamentos com a presenca da droga, quando comparado com sua
auséncia (tratamento controle), afetando assim, a densidade populacional de C.
megacephala.

Por fim, verificou-se que existe uma variacdo do efeito causado pelo medicamento
nas larvas, relacionado a diferenca de concentracdo no substrato alimentar, sendo que as
baixas dosagens testadas ndo deram resultados significativamente divergentes do
controle, mas uma alta concentragdo apresentou um efeito de retardo de crescimento,
sendo necessarios mais estudos a fim de se conseguir definir qual a concentragédo

minima para que o medicamento afete o desenvolvimento das larvas de C.

megacephala.
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