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Resumo e Abstract |

RESUMO

A ordem Diptera desperta grande interesse nos estudos cientificos devido a
importancia agricola, sanitdria, veterindria e forense, dependendo da espécie em estudo. A
espécie Chrysomya megacephala (Fabricius) foi introduzida hé cerca de 30 anos no Brasil e
¢ de considerdavel importancia médico-sanitdria, além de poder ser utilizada em estudos
forenses, na estimativa de intervalo pdés-morte (IPM) em humanos. A espécie Musca
domestica (Linnaeus) tem distribuicdo cosmopolita e € bastante comum no ambiente
urbano e pode também transportar formas infectantes de muitas doencas. Nessas moscas,
ap6s o desenvolvimento dos imaturos em substratos discretos e efémeros, as larvas
abandonam o substrato alimentar em busca de um sitio para pupagado, processo chamado de
dispersdo larval pds-alimentar. No entanto, em ambiente natural, tanto a fonte alimentar
como o substrato de pupagdo podem estar contaminados com substincias quimicas, sendo
que algumas destas podem ser de interesse forense ou ser aplicadas no controle de pragas.
Assim, o principal objetivo do presente trabalho € procurar dar contribuicio a um melhor
conhecimento dos efeitos do ansiolitico Diazepam [Diazepam NQ® 10mg] sobre o
desenvolvimento larval e comportamento de dispersdo larval e do inseticida Fipronil
[Regent 800 WG®] sobre a dispersdo pos-alimentar das larvas de duas espécies de moscas
(C. megacephala e M. domestica). Na anélise do desenvolvimento larval, pdde-se observar
que a presenca de Diazepam no substrato alimentar aumenta o tempo de desenvolvimento
larval, retardando o ganho de massa por tempo nas duas espécies estudadas, quando se
compara ao grupo controle. JA& o comportamento de dispersdo larval foi alterado na
presencga de Fipronil ou de Diazepam, em relagc@o ao controle, sendo que a profundidade de
enterramento e a distancia das pupas do centro de irradiacio foram menores que quando
comparado a arena controle para ambas as espécies, com algumas excecdes nas arenas
tratadas com o inseticida. Tais variacdes no desenvolvimento e na dispersdo foram
provavelmente causadas por mudangas metabdlicas, sensoriais € motoras nos imaturos, em

virtude das drogas utilizadas.

Palavras chave: Moscas-varejeiras, mosca doméstica, Entomologia Forense, Controle

de pragas, Dispersao larval e desenvolvimento larval.
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ABSTRACT

Some species of Diptera have a great medical and veterinary importance, acting as
vectors of many diseases, addiction of having a considerable agricultural, commercial and
ecological importance and other ones having forensic importance. Flies utilize discrete and
ephemeral breeding sites for larval nutrition. After the exhaustion of food, larvae begin
dispersing in search of sites to pupate or to additional food sources, a process referred as
post feeding larval dispersal. However, in natural environments these breeding or feeding
sites can be contaminated with chemical substances. Some of these substances can be of
forensic interest or be applied in pest control. In the present study, the main objective was
to investigate the effect of Diazepam® [Diazepam NQ® 10mg] and Fipronil® [Regent 800
WG®] on immature stages of Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae) and Musca
domestica (Diptera: Muscidae). The larvae were reared on artificial diet and rabbit liver on
which different dosages of Diazepam were administrated in order to study the effects of this
drug on the development and post feeding larval dispersal of the two species. Different
dosages of the insecticide Fipronil were disposed in circular arena used as pupation
substrate to investigate the effects on post feeding larval dispersal. The results showed that
time required for larval development were significantly longer in colonies fed in contact
with Diazepam than in the control ones, delaying the increase of mass per unit time in the
two studied species. The larval dispersal behavior was modified in the presence of Fipronil
and Diazepam, in comparison to arenas without the drugs. It was also observed that the
burial depth and distance of the irradiation center were shorter than in the control groups
for the two species, with some exceptions occurring in the insecticide arena. Such
variations in the development and dispersion probably were caused by changes in
metabolic, sensorial and motor processes in the immature stages, caused by the drugs.

These important results can be of use in forensic entomology and in pest control.

Key words. Blowfly, House fly, Forensic Entomology, Pest control, Post-feeding Larval

Dispersal, Larval Development.
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CAriTULO 1

INTRODUCAO E METODOLOGIA GERAL
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Resumo.

Chrysomya megacephala (Fabricius) foi introduzida ha cerca de 30 anos no Brasil
e € de considerdvel importincia médico-sanitdria, além de poder ser utilizada em
estudos forenses, na estimativa de intervalo pés-morte (IPM) em humanos. A espécie
Musca domestica (Linnaeus) tem distribuicdo cosmopolita e é bastante comum no
ambiente urbano e pode também transportar formas infectantes de muitas doengas.
Nessas moscas, o estidgio larval é o principal periodo em que ocorre competi¢do por
recursos alimentares. Apds a exaustao destes recursos, as larvas abandonam o substrato
alimentar em busca de um sitio para pupacio, processo chamado de dispersao larval
poOs-alimentar. No entanto, em ambiente natural, tanto o alimento para as larvas como o
substrato de pupacdo podem estar contaminados com substancias quimicas, sendo que
algumas destas podem ser de interesse forense ou ser aplicadas no controle de pragas. O
principal objetivo do presente projeto € procurar dar contribuicdo a um melhor
conhecimento de efeitos de substancias quimicas que atuem no sistema nervoso, sobre o
tempo de desenvolvimento e o processo de dispersdao pds-alimentar das larvas nestas
duas espécies, envolvendo a investigacdo da distdncia percorrida e profundidade
atingida pelas mesmas para empupar. Serdo utilizadas simulacdes computacionais para
melhor interpretacio dos dados e que reflitam adequadamente esse processo de
dispersdo larval, frente as diferentes dosagens e substincias quimicas que serdo

utilizadas.



Capitulo 1 - Introducdo e metodologia geral §

Introducao geral

Importancia do estudo com Diptera

Os dipteros em geral despertam grande interesse nos estudos cientificos devido ao
grande numero de espécies descritas, facil manutencdo sob condi¢des experimentais,
rapida producdo de grande nimero de descendentes, importancia agricola por causarem
danos econdmicos a agricultura, e interesse como vetores de doencas tendo, desta
forma, importancia médico/veterindria (MARCONDES, 2001; PESSOA & MARTINS, 1988;
STONEHOUSE et al., 2004).

As moscas-varejeiras do género Chrysomya (Diptera: Calliphoridae) tém grande
importincia médico-sanitdria por serem veiculadoras de enteropatdégenos tais como
virus, bactérias e helmintos (FURLANETTO et al. 1984), podendo causar mifases nos
animais ¢ em humanos (GUIMARAES et al., 1983; ZUMPT, 1965), além de serem de
fundamental importancia em entomologia forense por serem indicadoras de tempo de
decomposicdo de caddveres humanos (GOMES et al., 2003; VON ZUBEN et al., 1996;
WELLS & GREENBERG, 1992).

Trés espécies do género Chrysomya originarias do Velho Mundo e Australdsia
foram introduzidas no continente sul americano provavelmente por meio de navios
(GUIMARAES et al., 1978, 1979). Em 1975, C. megacephala (Fabricius), C. albiceps
(Wiedemann) e C. putoria (Wiedemann), foram descobertas nas regides Sul e Sudeste
do Brasil (GUIMARAES et at., 1978; IMBIRIBA et al., 1977).

Dentre estas espécies, C. megacephala apresenta uma grande importancia nos
estudos forenses, por ser uma das espécies mais abundantes e que primeiro chegam aos
corpos em decomposicdo (GUIMARAES et al., 1978) e também por se alimentarem dos
mesmos durante seu estdgio larval, podendo assim indicar o intervalo pds-morte (IPM),
que envolve a deducdo do intervalo de tempo minimo e miximo entre a morte € a
descoberta do corpo (CATTS & GOFF, 1992), dado de extrema importancia nas
investigacdes criminais.

Musca domestica Linnaeus (Diptera: Muscidae) também transporta formas
infectantes de muitas doengas humanas e de animais domésticos, podendo ser citadas
febre tiféide, diarréias infantis, carbiinculo, cdlera, ascaridiase, coccidioses, poliomelite,
etc (GREENBERG, 1970, 1973; LEVINE & LEVINE, 1991; MARCONDES, 2001; SMITH,

1986). Além desta importancia médico/sanitaria, os nematdides Habronema muscae e
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H. megastoma, que podem causar lesdes gastricas e cutaneas em eqiiinos, desenvolvem-
se obrigatoriamente em Stomoxys calcitrans e M. domestica, caracterizando assim sua
importancia veterindria (MARCONDES, 2001). SUKONTASON et al. (2004) observaram
ainda a presenca de M. domestica em caddveres humanos, indicando seu potencial uso
na entomologia forense (BYRD & CASTNER, 2001; SMITH, 1986). Em estudo realizado na
Espanha por ARNALDOS et al. (2001), M. domestica teve uma grande importancia entre
os insetos necréfagos, sendo uma das primeiras espécies que chegaram a carcaga nas
primeiras horas do dia no verao.

Existe ainda uma preocupacdo crescente de populagdes urbanas com o aumento da
proliferacdo de M. domestica nos ultimos anos, principalmente préximo a locais que
propiciem a proliferagdo destas moscas, como culturas de cana de acucar, devido a
utilizacio de praticas agricolas, que criam um ambiente propicio a criagdo de moscas,
como ¢ o caso da vinhaca (BURALLI & GUIMARAES, 1985), e devido também ao manejo
inadequado de esterco, especialmente em avidrios, e também de lixo (MARCONDES,
2001).

Virias formas de controle destas moscas t€m sido propostas, principalmente
utilizando-se inseticidas, os quais agem das mais diferentes formas. Entretanto, o
principal alvo de a¢do dos inseticidas tem sido o sistema nervoso, devido a alta eficicia
e rdpida resposta que proporcionam no controle de pragas (CASIDA & QUISTAD, 1998;
LUND, 1985; MATSUMURA, 1985; WARE, 1989).

Sistema nervoso

Nos ultimos anos, o sistema nervoso vem recebendo grande atencdo devido ao
desenvolvimento de novas tecnologias, aceitagdo da neurogénese em adultos de
diversos animais (CAYRE et al., 2002) e dos trabalhos envolvendo interface
cérebro/computador, por meio de modelos matematicos (redes neurais artificiais - RNA)
(CANGELOSI & PARIS, 2004; GROSSBERG et al., 2004; KM et al., 2003) ou por relagcdes
entre tecido cerebral e mecanismos artificiais (neuroengenharia) (CARMENA et al., 2003;
NICOLELIS, 2003). Um sistema extremamente ligado as funcdes do sistema nervoso € o
sistema endocrino, o qual através de substincias quimicas, chamadas de hormoénios,

atua também sobre a regulacdo da fisiologia, desenvolvimento e atividades de
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comportamento, de uma forma mais lenta que o sistema nervoso, mas também efetiva.
Assim, os dois sistemas se complementam (CHAPMAN, 1998).

O elemento basico do sistema nervoso € a célula nervosa ou neur6nio, que pode
ter diferentes morfologias, sendo que os tipos bdsicos de células nervosas sao
monopolar, bipolar e multipolar, os quais se diferenciam pelo nimero de ramificagdes e
localizag¢do do corpo celular. A maioria dos neurdnios nos insetos sio monopolares, ou
seja, possuem uma unica projecdo no corpo celular; ja as células periféricas sdo
bipolares, recebendo estimulos do ambiente e transmitindo para o ganglio central.
Algumas células multipolares, com muitas ramificagdes, ocorrem nos ganglios do
sistema nervoso recebendo inimeras informagdes (CHAPMAN, 1998).

Existe uma variedade de sinais quimicos de transmiss@do do impulso
nervoso/mensageiros quimicos, produzidos pelos neurénios dos insetos, os quais podem
ser agrupados em quatro classes, baseadas na sua estrutura quimica: acetilcolina, aminas
biogénicas, aminodcidos e peptideos (CHAPMAN, 1998).

Os mensageiros quimicos podem ainda ser diferenciados pela sua funcdo em trés
grupos: os neurotransmissores, que causam efeitos transitérios na sinapse possibilitando
a transmissdo da informacdo (exemplo: Acetilcolina); neuromoduladores, que podem
modificar a transmissdo sindptica (exemplo: Octopamina); € neurohormonios, 0s quais
agem como hormonios (exemplo: Serotonina) (CHAPMAN, 1998).

Assim, qualquer substincia quimica que interfira nestes processos, inibindo ou
hiperativando estes mensageiros quimicos, ird causar mudangas fisiologicas, no
desenvolvimento e no comportamento do organismo em contato com a mesma (OMOTO,
2000).

Dentre estas substidncias que atuam no sistema nervoso dos insetos, tem-se 0s
inseticidas, de grande emprego na agricultura e no controle de vetores de importancia
médica/veterindria e as drogas de utilizacdo médica, licitas ou ndo, que podem vir a ser
encontrados em larvas de moscas que se alimentaram de caddveres humanos em

decomposicao.
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Drogas que atuam no sistema nervoso
Efeito de inseticidas: subsidios para controle de pragas e de vetores de
importancia médico/veterinaria

MATSUMURA (1985) classificou os inseticidas, baseado no seu modo de acdo, em:
(a) fisicos, (b) protoplasmaticos, (c) inibidores metabdlicos, (d) agonistas de hormonios,
(e) estomacais e neurotoxicos. O principal alvo de acdo dos inseticidas tem sido o
sistema nervoso, devido a alta eficdcia e rdpida resposta que proporcionam no controle
de pragas (CASIDA & QUISTAD, 1998; LUND, 1985; MATSUMURA, 1985; WARE, 1989).

Os efeitos destas substincias toxicas ao sistema nervoso sobre o comportamento
dos insetos tém sido pouco estudados, sendo que alguns trabalhos existentes com este
enfoque s@o com larvas de Sarcophaga bullata (ZDAREK et al, 2004) em que se observa
mudancas no comportamento de pupacao destes dipteros; efeitos comportamentais e de
mortalidade em vespas parasitas Aphidius ervi (DESNEUX et al., 2004), efeitos de
inseticidas no comportamento de procura por fonte alimentar e na repeléncia de
culicideos (ROBERTS et al., 2000; SUNGVORNYOTHIN et al., 2001; MATHENGE et al.,
2001; CHAREONVIRIYAPHAP et al., 2001) e efeitos de deltamethrin no comportamento
de deslocamento de coledpteros (BECKEL et al., 2004).

Assim, estudos que procurem observar a atuacdo de inseticidas e drogas no
sistema nervoso tém sido de fundamental importancia para que se possa obter um
melhor conhecimento do modo de acdo, conseqiiéncias comportamentais € mudancas
fisiolégicas nos seres vivos, além de, no caso de insetos pragas, auxiliarem na
elaboracdo de programas de manejo da resisténcia destes a inseticidas (GEORGHIOU,

1983).

Efeito de drogas humanas: subsidios para entomologia forense

Na ciéncia forense, casos de mortes de pessoas por utilizacdo de drogas licitas ou
ndo, direta ou indiretamente (ALUNNI-PERRET et al., 2003; CONACHER & WORKMAN,
1989; DE CHATEAU, 1990; NEUTEL & PATTEN, 1997; POPE & KATZ, 1994) t€m
dificultado a investigagdo por parte dos peritos devido a agdo destas drogas na
decomposi¢do do corpo e no ritmo de desenvolvimento de larvas de insetos necrofagos
(BOUREL et al., 2001; CATTS, 1992; GOFF & LORD, 1994; GOFF et al., 1997; O’ BRIEN &
TURNER, 2004; PIEN et al., 2004; SADLER et al., 1997).
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Suicidios, mortes ou mudangas de comportamento em usudrios de drogas
psicotrépicas, dentre elas os benzodiazepinicos (Diazepam), tém sido observados em
varios estudos (BARBONE et al., 1998; BERMAN et al. 2005; BOND, 1998; LESTER, 1995;
DIETCH & JENNINGS, 1988; GARDNER & COWDRY, 1985; HALL & ZISOOK, 1981;
NEUTEL & PATTEN, 1997; SZARA & LUDFORD, 1980). Investigagdes que procuram
observar também mudancgas na concentracdo de Diazepam em diferentes 6rgdos de rato,
logo apds sua morte, vém sendo realizadas (SHIOTA et al., 2004), e sao de extrema
importincia para a ciéncia forense.

Dentre estes benzodiazepinicos, PIEN ef al. (2004) observaram mudangas na
morfologia de larvas e pupas e na taxas de desenvolvimento larval em Calliphora
vicina, utilizando a substancia nordiazepam. J& CARVALHO et al (2001) observaram que
Diazepam acelera o desenvolvimento larval de C. albiceps e C. putoria. Estes estudos
envolvem a entomotoxicologia, ciéncia que procura analisar o efeito e quantificacdo de
diferentes drogas sobre os insetos e também na taxa de desenvolvimento larval dos
mesmos (GOFF & LORD, 1994; INTRONA et al.,, 2001), os quais sdo de grande
importancia numa melhor estimativa do intervalo pés-morte (IPM).

Efeitos de substincias quimicas no comportamento de moscas-varejeiras
praticamente ndo sdo relatados, sendo analisadas apenas mudancas no tempo de

pupacdo das espécies, interferindo assim na estimativa do IPM nestes estudos.

Comportamento de dispersao larval de dipteros

As moscas-varejeiras utilizam-se de substratos discretos e efémeros para posturas
dos ovos pelas fémeas e para alimentacdo das larvas (HANSKI, 1987; PESCHKE et al.,
1987). O estagio larval é o principal periodo em que ocorre limitacdo de recursos
alimentares em moscas-varejeiras (REIS et al.,, 1994), e a competicao por esses recursos
€ geralmente do tipo exploratéria (LOMNICKI, 1988), em que cada larva procura ingerir
o méaximo de alimento possivel, antes da completa exaustdo dos recursos (ULLYETT,
1950). Ap6s essa competi¢do, as larvas comecam a procurar por um sitio de pupagao no
habitat, ou por mais fonte de alimento adicional, no caso daquelas larvas que ndo
obtiveram o peso minimo para a pupagdo, e esse processo € denominado dispersdo

larval pds-alimentar (GREENBERG 1990).
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Alguns estudos de dispersao larval em califorideos vém sendo realizados desde o
trabalho de NUORTEVA (1977), como o de GREENBERG (1990), e outros envolvendo
modelos, como os de dispersdo larval pds-alimentar em ambiente restrito 2 uma unica
direcdo que se basearam em equacdes de difusdo (BASSANEZI et al., 1997), andlises
estatisticas (GODOY et al., 1995; GODOY et al., 1996; VON ZUBEN et al., 1996), sob o
enfoque de interacOes ndo-locais (BOLDRINI et al., 1997), e através da utilizacdo de
arenas circulares para pupacao (GOMES et al., 2002, 2003).

Entretanto, ainda ndo existem trabalhos que observem o comportamento de
dispersdo larval e conseqiiente padrdo de distribuicao espacial nos sitios de pupagdo, de
individuos em contato com fontes alimentares e/ou substratos com substincias
quimicas, as quais de alguma forma influenciem neste comportamento.

Estudos de dispersdo e outros que observem tipos de comportamentos espago-
temporais de distribuicdo de espécies, muito comuns em ecologia populacional, vém
utilizando modelagens fisico/matemdticas e simulagdes de fendmenos em sistemas
complexos, para melhor compreensdo e interpretacdo dos dados observados (TEWS et
al., 2004; Z1v, 1998), tendo em vista a grande quantidade de varidveis envolvidas e a

interagdo existente entre as mesmas.

Modelagens computacionais de processos biologicos.

O computador € uma ferramenta de processamento de informacdo de propdsito
geral e de aplicacdo praticamente irrestrita. Com o computador, € possivel realizar
experimentos de simulacdo que envolvam a evolucdo no tempo de uma ou mais
varidveis, permitindo desde a validag¢do de hipdteses em processos de modelagem até a
concep¢do de mundos virtuais cada vez mais fiéis a cendrios reais que se queira
reproduzir, para atender a uma infinidade de propoésitos. Esta nova forma de descrever e
investigar fendmenos pode inclusive representar o unico meio de se abordar certos
problemas matematicos e cientificos (WOLFRAM, 1994).

Desta forma, modelos matematicos/fisicos de fendmenos complexos através de
simulacdo computacional t€m melhorado a compreensdo e interpretacdo de processos
biologicos do mundo natural. Modelos realisticos baseados em leis fisicas geralmente

resultam em sistemas ndo lineares de equacdes diferenciais integrais ou parciais, sendo
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extremamente comuns em fendmenos bioldgicos (ERMENTROUT & EDELSTEIN-KESHET,
1993).

Dentre estes estudos tem-se trabalhos com evolucdo artificial (algoritmos
evolutivos), como por exemplo, na selecdo de modelos de navegagdo em insetos
(DALLE & COLLET, 2001), os quais t€ém ajudado a interpretacdo das formas de evolugao;
trabalhos com autdmatos celulares (ACs), onde procuram propor AC para diferenciacio
celular que ocorre nos organismos (SILVA & MARTINS, 2003), para compreensdo de
agregacdo animal (PARRISH & EDELSTEIN-KESHET, 1999), ou seja, de fenomenos
bioldgicos que se caracterizam pela extrema complexidade Outros trabalhos que
buscam relacdo entre os fendmenos biolégicos e modelagens computacionais/fisicas sao
as redes neurais artificiais, as quais procuram através dos fendmenos biolégicos, propor
modelos de inteligéncia artificial e se aproximar da forma de aprendizado dos seres
vivos. Assim, a interdisciplinaridade tem merecido importancia no desenvolvimento de
qualquer tipo de trabalho, tendo em vista a melhor interpretacdo dos dados obtidos.

Embora existam muitas manifestagcdes de auto-organizacdo na natureza e que
poderiam ser tomadas como casos de estudo, este projeto se propde a investigar o
processo de dispersdo larval pds-alimentar em moscas das espécies Chrysomya
megacephala e Musca domestica, apds contato com substincias quimicas que atuam no
sistema nervoso, € que poderdo ou ndo modificar seu comportamento de dispersao,
devido a seus modos de ac¢do.

Na investigacao de fendmenos espago-temporais, incluindo dispersao larval pés-
alimentar, as ferramentas computacionais mais empregadas e que apresentam maior
flexibilidade para responder a comportamentos complexos sdo os autdmatos celulares
(ILACHINSKI, 2001; WOLFRAM, 1994). Estes serdo empregados como instrumentos
basicos de modelagem matemdtica e simulacdo computacional neste projeto, sendo
exemplos tipos do emprego do paradigma bottom-up, podendo ser utilizados na
modelagem e simulacdo de fenOmenos vinculados a sistemas complexos,
particularmente aqueles caracterizados por apresentar efeitos de dispersao e outros tipos
de comportamentos espaco-temporais, muito comuns em ecologia populacional. O
paradigma bottom-up € caracterizado pela iniciativa de explicar comportamentos de alto
nivel (comportamentos complexos) recorrendo a causas de baixo nivel (baseadas em

leis elementares).
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Objetivos

O objetivo bésico deste trabalho é procurar dar contribuicio a um melhor
conhecimento dos efeitos de substincias quimicas que atuem no sistema nervoso e
conseqiientemente no metabolismo e comportamento de moscas, e desta forma buscar
observar mudancas no desenvolvimento e comportamentais na dispersdo larval pos-
alimentar, sendo utilizados modelos e simulacdes computacionais para melhor
compreensao e interpretacao dos dados de dispersao. Para isto, as fontes de inspiracao
sdo os sistemas bioldgicos, em especial o sistema nervoso e como ele atua nos insetos
para a geracdo, selecdo e coordenacdo de comportamentos capazes de garantir a
opera¢do no ambiente.

A andlise do desenvolvimento larval das diferentes espécies em substrato
alimentar com a presenca de substancia quimica teve por objetivo esclarecer aspectos
do efeito desta droga no incremento de peso por unidade de tempo, como:

- se a presenca desta substancia altera o padrdo de desenvolvimento larval, e se
positivo, se ocorre aumento ou diminui¢do do ganho de massa por tempo;

- se as espécies respondem da mesma forma a presenca desta substancia;

- se diferentes doses desta substincia alteram o desenvolvimento larval
procurando quantificar esta alteracao;

Ja o processo de dispersdo larval pods-alimentar também foi investigado,
considerando as duas espécies de dipteros, observando-se os efeitos que as drogas
produzirdo nos imaturos interferindo no comportamento de dispersdo dos mesmos. Esta
investigacao é fundamental para se predizer:

- se as larvas depois de alimentadas e em contato com as drogas, via ingestao ou
nio, podem modificar ou ndo seu comportamento de dispersao na procura por um sitio
de pupacdo, com relagdo a distancia e profundidade;

- se as larvas melhor nutridas terdo um comportamento diferente das outras, no
caso de ingestdo, sofrendo mais ou menos o efeito da droga e no caso de contato no
substrato com a droga, poderiam sofrer menor efeito ou nao;

- qual espécie de mosca percorre a maior distancia durante o processo de
competi¢do por local de enterramento para pupacgdo, e qual € mais susceptivel aos

efeitos das drogas;
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- se existe uma diferenca de nivel de agregacdo para se empuparem quando se
considera as diferentes drogas utilizadas;

- se diferencas na sensibilidade do sexo das moscas as drogas utilizadas;

- se finalmente, as duas espécies de moscas comportam-se de maneira similar ou
ndo em termos de dispersdo larval pés-alimentar, com e sem o efeito das drogas.

A motivacio e a justificativa para este tipo de escolha sdo as seguintes:

e (s dipteros que serdo utilizados neste trabalho tém importincia na
entomologia  forense e sd@o  considerados pragas do ponto  vista
médico/sanitdrio/veterindrio; desta forma sdo necessdrios trabalhos que procurem
compreender melhor sua biologia e auxiliar no seu controle.

e Efeitos de substancias no sistema nervoso destes insetos € no comportamento
de dispersdo larval pds alimentar dos mesmos - tendo em vista a necessidade de
trabalhos que analisem os efeitos destas drogas com enfoque forense (GOFF et al.,1993)
ou no controle destas pragas, possibilitando assim um manejo mais eficaz destas
espécies.

® Proposi¢cao de novos enfoques de abordagem para o caso de dispersao larval
poOs-alimentar, através de modelagens e simulagdes computacionais, as quais melhorem

a compreensao de sistemas bioldgicos complexos como este envolvendo dispersao.

Material e Métodos

Para atender os objetivos do presente projeto de pesquisa, foram necessdrias cinco
etapas bdsicas:

1.  Realizacdo de experimentos para coleta de dados:

»  Coleta e manutencdo dos espécimes sob condi¢cdes experimentais;

»  Formacao das densidades larvais;

»  Preparacdo de arenas de dispersao;

»  Drogas utilizadas, suas disposi¢des e dosagens;

»  Contagem e determinacdo da distancia e profundidade de pupagdo em
relac@o ao ponto de inicio da dispersao;

»  Determinagdo do peso das pupas;

»  Sexagem;

>  Mortalidade nos diferentes tratamentos;
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2. Andlise dos dados obtidos procurando relaciond-los aos efeitos que as
substancias quimicas utilizadas causam no sistema nervoso

3. Andlise e sintese dos modos bdasicos de interacdo dos individuos que
compdem o agregado capaz de expressar comportamento auto-organizado; e possiveis
modificagdes devido a atuacdo de fatores que modifiquem o padrdao comportamental.

4.  Modelagem matemadtica de processos auto-organizados

5. Simulag¢do computacional

Coleta e manutencao dos espécimes sob condi¢cées experimentais
Exemplares adultos de C. megacephala ¢ M. domestica (FIGURA 1) foram
coletados no Instituto de Biociéncias da UNESP, em Rio Claro, SP. Foi utilizado como
isca, matéria organica de origem animal em decomposi¢do, e os exemplares coletados

foram mantidos em gaiolas teladas em sala climatizada a 27+1°C e fotoperiodo de 12hs.

A B
FIGURA 1. Fotos das espécies estudadas.
A — Chrysomya megacephala e B — Musca domestica.

A alimentagdo oferecida aos adultos foi de acucar, dgua e figado bovino, sendo
este dltimo destinado para o fornecimento protéico necessario para o desenvolvimento
ovariano das fémeas adultas (LINHARES, 1988). Carne bovina moida foi usada como
substrato para oviposi¢do das fémeas gravidas (parentais); estes ovos foram utilizados
para produgdo da geracdo F;. Somente a geracdo F, foi utilizada nos experimentos, por
ser progénie de uma que teve todo o seu desenvolvimento sob condi¢des experimentais.

Como substratos alimentares para desenvolvimento larval das duas espécies
estudadas, foram utilizados: meio artificial a base de leite em pd, dgar, levedura de
cerveja, nipagin e caseina, preparado de acordo com LEAL et al. (1982) e figado de
coelho, que ndo estava previsto no cronograma inicial do projeto, objetivando uma
comparacdo com os resultados obtidos na dieta oligidica (dieta composta por produtos

organicos, que procura fornecer todos os nutrientes necessdrios ao desenvolvimento,
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sendo semelhante ao substrato natural de alimentagdo). Esta dieta artificial foi
desenvolvida para Calliphoridae; no entanto, também foi utilizada para M. domestica
apds um teste piloto, no qual se obteve o desenvolvimento completo de ovo até adulto
deste Muscidae.
Analise do desenvolvimento larval

Os ovos destas espécies foram depositados pelas fémeas (F;) em macerado de
carne moida, sendo que imediatamente apds a oviposi¢do, os ovos foram separados e
mantidos em BOD (temperatura de 27+1°C e fotoperiodo de 12 hs) até a eclosdo das
larvas, para a formacdo das densidades larvais. Foram formadas densidades de 400
larvas por pote, sendo feitos trés experimentos (trés réplicas) para cada espécie. Apds a
eclosdo, as larvas foram colocadas em potes contendo dieta artificial (LEAL et al., 1982)
(400 larvas em 125 gramas de dieta — 0,31g/larva) ou figado de coelho (200 larvas em —
58,58 + 4,99 g de figado) como substrato alimentar, para desenvolvimento das larvas
(mantendo uma relacdo aproximada de 0,3g de substrato alimentar por larva). Foram
utilizados oito coelhos machos (obtidos no Biotério Central da Unesp - Botucatu — SP)
com massa média de 1,682 Kg + 141 g, os quais foram mortos mecanicamente para a
obtencdo do figado, apds o tratamento utilizado (controle — sem Diazepam e DLS50 -

tratados com Diazepam).

Dados que foram obtidos para desenvolvimento larval

Para a analise do desenvolvimento larval, foram coletados valores de massa das
larvas em intervalos de 6 horas, até que se completasse o desenvolvimento larval e as
mesmas procurassem um local para pupacio, sendo que a primeira pesagem considerou
larvas recém-eclodidas.

Em intervalos de seis horas, a massa foi individualmente registrada para uma
amostra aleatéria de 10 larvas de cada recipiente, que foram lavadas e secadas antes da
pesagem. Apds a pesagem (exemplares vivos), as larvas tiveram que ser devolvidas aos
respectivos frascos, pois caso fossem retiradas, a variacdo na densidade larval
(competicdo intra-especifica) seria muito grande, e poderia causar uma resposta na taxa
de desenvolvimento larval, como observado por IRELAND & TURNER (2006) e VON
ZUBEN (1995), o que dificultaria a andlise dos dados sobre a influéncia das drogas

presentes.
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Arenas de pupacio
Apo6s o desenvolvimento larval, foram separadas em torno de 100 larvas junto
com o substrato alimentar, que foram depositadas no centro de arenas circulares de 30
cm de diametro e de 10 cm de profundidade forradas com areia (Figura 2), nas quais as
larvas irradiaram para buscar seu sitio de pupacdo. Estas arenas foram colocadas em
salas com temperatura variando entre 25°C e 27°C, com fotoperiodo de 24 h, ou seja,
luz total, tendo em vista a tendéncia das larvas se enterrarem na presencga da luz. Sendo

0s eixos X,y posicionados em relac@o aos pontos cardeais, como mostrado na Figura 2A.
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FIGURA 2. A - Esquema da arena e disposi¢ao dos eixos para obtenc¢ao de dados e B -

foto das arenas utilizadas para estudo da dispersdo larval pds-alimentar.

A areia utilizada no experimento foi previamente lavada em 4gua corrente, para
retirada de qualquer substancia quimica presente na mesma e peneirada, para que
ficasse mais homogénea no tamanho de seus graos (diametro dos grdos < 1 mm), e
posteriormente armazenada para ser utilizada na montagem das arenas. Foram montadas
quatro arenas para cada droga analisada, sendo uma controle, uma com dose de
referéncia (utilizada na agricultura para o Fipronil - F e DL50 do coelho para a droga
neuroléptica, Diazepam - D), uma com a dose o dobro da de referéncia (2F e 2D) e

outra com metade da dose de referéncia (F/2 e D/2).
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O volume de areia colocado nas arenas recebia 800 mL de 4gua antes de se
montarem as arenas e as larvas iniciarem a dispersdo, pois este substrato, se totalmente
seco, impossibilitava que as larvas conseguissem se enterrar, causando a morte das
mesmas. Assim, através de experimentos piloto, ficou definido este valor em volume de
dgua necessdrio para umedecer o substrato. Apds a montagem de todas as arenas, 50 mL
de dgua eram dispersos pela superficie destas por meio de “spray”, pois 0 mesmo
volume era disperso nas arenas tratadas com Fipronil, para desta forma padronizar a
metodologia de todas as arenas de dispersdo larval pds-alimentar. A Tabela 1 abaixo

mostra a metodologia empregada nas arenas de dispersao.

TABELA 1. Metodologia utilizada nas arenas de dispersdo larval pds -alimentar.

| Tratamento realizado no substrato

De?r%rtnalgaeiatg do Substrato alimentar larval Substrato de pupacéo
Controle 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) | Sem tr 1ito Dispersao "spray" de 50 mL de agua areia
D/2 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) | Adicédo de diazepam (112,5uL) na dieta (125g) | Dispersao "spray" de 50 mL de agua areia
D 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) | Adicao de diazepam (225pL) na dieta (125g) Dispersao "spray" de 50 mL de agua areia
2D 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) | Adicao de diazepam (450pL) na dieta (125g) Dispersao "spray" de 50 mL de agua areia
Figado Controle Figado de coelho (58,58 + 4,99 g) | Aplicacao de 3,02 mL* de solucéo veiculo Dispersao "spray" de 50 mL de agua areia
Figado Diazepam Figado de coelho (58,58 4,99 g) | Aplicagio de 3,02 mL* de Diazepam NQ 10mg | Disperséo "spray” de 50 mL de agua areia
F/2 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Sem tratamento Dispersao "spray" de 0,88 mg de Fipronil (50 mL) | areia
F 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) | Sem tratamento Dispersao "spray" de 1,76 mg de Fipronil (50 mL) | areia
2F 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) | Sem tr 1ito Dispersao "spray" de 3,52 mg de Fipronil (50 mL) | areia

* volume “exemplo” calculado de acordo com a massa média dos animais utilizados.

Dados da porcentagem de massa de dgua no substrato para pupagdo (areia),

visando uma melhor interpretacdo da dispersdo larval pds alimentar, também foram
obtidos, por meio de amostras de diferentes por¢des da arena: centro (C) e periferia (P)
em diferentes profundidades (de 0 a2 cm;4 a6 cm e 8 a 10 cm), ou seja, C (0-2), C (4-
6) e C (8-10); e P(0-2), P (4-6) e P (8-10). Estas foram pesadas antes da liberacdo das
larvas € no momento em que era feita a andlise dos dados de dispersdo, e posteriormente
foram levadas a uma estufa e mantidas a 110°C por 5 dias. Passado este tempo, foi

obtida a porcentagem de 4gua em cada amostra, nas diferentes regides da arena.

Dados que foram obtidos na analise das arenas.
ApOs as larvas empuparem, elas foram individualmente localizadas e retiradas da

areia, sendo medidas para cada uma, em cm, as coordenadas no eixo X,y € a
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profundidade (z) do local de pupacdo em relagdo ao centro, com o auxilio de régua. Por
meio dos dados de coordenada, foram obtidas a distancia de cada pupa do centro de
irradiacdo e a distancia xyz, como pode ser observado na Figura 3. A contagem

comecou da periferia para o centro. (FIGURA 4)

FIGURA 3. Esquema da arena de dispersdo e como serd calculada a distancia xyz.

FIGURA 4. Metodologia utilizada para obtencao dos dados de dispersao larval pds-
alimentar nas arenas.

Por meio das coordenadas das pupas encontradas, foram feitos graficos de
densidade dos individuos de acordo com a distribui¢do dos individuos na arena, como
proposto por WORTON (1989), com ajuda do programa MATLAB® 6.5.

Cada pupa foi individualizada em frascos de plastico e pesada em balanca
analitica da marca Ohaus®, antes que ocorresse a emergéncia dos adultos. Os dados de
peso em mg foram anotados na mesma planilha dos outros dados, para futura anélise.

Apés a pesagem, cada pupa foi devolvida ao seu respectivo frasco, para apds a
emergéncia, ser feita a sexagem dos adultos. Também foi observado o nimero de
individuos mortos nas diferentes dosagens, espécies e drogas analisadas, ja que
substancias neurotdxicas e neurolépticas foram utilizadas. Neste caso, foi observado o
nimero de larvas mortas no substrato de pupacao ou mortalidade no estdgio de pupa, no

qual, passados varios dias, ndo houve a emergéncia do adulto.
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Drogas utilizadas, suas disposicoes e dosagens.

As substancias quimicas que foram utilizadas t€ém atuacio no sistema nervoso. No
caso dos inseticidas, foi utilizado o Fipronil (grupo quimico: Fenil Pirazol) (inseticida -
Regent® 800 WG), sendo que seus efeitos no sistema nervoso dos insetos foram
amplamente estudados (DURHAN et al., 2001) e no caso de drogas de importincia
forense, utilizou-se Diazepam (grupo quimico: Benzodiazepinico) (ansiolitico -
Diazepam NQ ® 10mg - solucdo injetdvel — ampola de 2 mL - C;¢H;3CIN,O - 7-chloro-
I-methyl -5-phenyl-2,3-dihydro-1H-1,4-benzodiazepin-2-one), que atua no sistema
nervoso e apesar de ser muito estudado nos seres humanos, ainda necessita de mais
investigacdes para melhor compreensdo de sua atuacao neural (ROGAWSKI & LLOSCHER,
2004). Cabe aqui salientar mais uma vez que estudos sobre o efeito desta substancia em
insetos sdo escassos.

Todos os individuos utilizados nos diferentes tratamentos tiveram como fonte
alimentar a dieta artificial proposta por LEAL et al. (1982), a qual possui fontes de
proteinas e carboidratos que s3o necessdrias para o desenvolvimento destas larvas de
dipteros; e também figado de coelho, que ndo estava previsto no projeto inicial, mas €
animal modelo em muitos estudos cientificos e forenses.

Assim, o inseticida foi colocado no substrato de pupacgdo, devido a seu uso na
agricultura, e o antidepressivo na dieta artificial (LEAL et al., 1982) e/ou injetado no
coelho, substincia que pode estar presente no corpo da vitima (caddver) em
investigacdes médico-criminais. As dosagens utilizadas nos tratamentos foram iguais as
utilizadas na agricultura, no caso do Fipronil (250g de p.c./ha que corresponde a 2,5.10™
mg/cmz, ou seja, 1,76 mg de Fipronil / arena), sendo disperso por meio de “spray” um
volume total de 50 mL sobre toda a superficie da arena. E no caso do ansiolitico
(Diazepam), foi colocado na dieta artificial ou injetado no animal-teste (coelho) DL50
(intravenosa) de coelho, ou seja, 9 mg/Kg (NIOSH, 2004).

A aplicacdo do Diazepam no animal-teste foi feita por meio de seringas de vidro
de 3 mL, sendo injetado na veia marginal da orelha do animal o volume correspondente
ao seu peso em relacdo a DL50 (9 mg/Kg — intervalo de tempo da administracdo: de 2 a
5 minutos). Os animais foram mortos mecanicamente apos 45 minutos da administracao
intravenosa. Para esta andlise do desenvolvimento, foram feitos apenas dois

tratamentos: controle (injetado volume do veiculo) e DL50 (Diazepam), ndo sendo



Capitulo 1 - Introducdo e metodologia geral ()

consideradas as outras dosagens (DL50/2 e 2*DL50), devido a dificuldade de obtencao
da droga.

Foram utilizadas trés dosagens na dieta artificial e no substrato de pupagdo: doses
letais (agricultura - F ou organismo-teste - D), doses com metade da utilizada na
agricultura ou DL50 (F/2 e D/2) e doses de duas vezes a concentracdo utilizada (2F e
2D), para todas as substancias escolhidas, sendo que ao controle ndo foi adicionado
nada a mais do que o presente na dieta de LEAL et al. (1982).

Na Figura 5, pode-se observar um esquema de toda metodologia utilizada neste

trabalho.

Esquema da metodologia utilizada no experimento

N\ 00 I

-

Formagio das densidades larvais

FIGURA 5. Esquema de toda a metodologia utilizada no experimento.
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Analise estatistica e utilizaciao de ferramentas computacionais
Analise do desenvolvimento larval.

A anélise estatistica de todos os dados coletados no desenvolvimento larval destas
moscas foi feita no programa SAS. Testes de ANOVA foram realizados usando
Modelos Lineares Gerais (GLM), utilizando nivel de significancia de 5%, sendo que as
médias dos tratamentos realizados foram comparadas usando-se o teste de comparacio
multipla de Ducan.

Anadlise da dispersao larval pdés-alimentar.

Testes de ANOVA e de comparagdo multipla a posteriori de Bonferroni foram
utilizados para se testar diferencas entre médias de profundidade e de distancia dos
tratamentos realizados.

Por meio das coordenadas das pupas encontradas, foram feitos graficos de
densidade dos individuos de acordo com a distribuicdo dos individuos na arena, como
proposto por WORTON (1989); e calculada a média da distancia minima entre as pupas e
a média da minima distincia entre as pupas, nos diferentes tratamentos (doses) e

substratos alimentares, sendo realizados com ajuda do programa MATLAB 6.5.
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CAPITULO 2

EFEITO DE DIAZEPAM NO DESENVOLVIMENTO LARVAL DE

Chrysomya megacephala (F.) (DIPTERA: CALLIPHORIDAE)
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RESUMO

Chrysomya megacephala (Fabricius) € vista como mosca de importancia forense
em vdrias partes do mundo, podendo utilizar caddveres humanos como substrato de
alimentacdo larval, auxiliando assim na estimativa do intervalo pés-morte (IPM) em
investigacdes médico-criminais. Tal estimativa se baseia no tempo de desenvolvimento
larval do inseto alvo; entretanto, este periodo do desenvolvimento pode ou ndo ser
alterado quando houver a presenca de substancias quimicas junto ao substrato alimentar.
Estas substancias, nos estudos forenses, podem ser drogas licitas ou ndo, podendo ter
causado a morte da pessoa ou estarem presentes nos tecidos da vitima por razdes
médicas. Assim, utilizou-se Diazepam NQ® (10mg solug¢io injetdvel), que foi colocado
no substrato alimentar (dieta artificial ou figado de coelho) de C. megacephala em trés
dosagens: 4,5mg/Kg (DL50/2), 9mg/Kg (DL50 para coelho) e 18mg/Kg (2xDL50).
Desta forma, houve quatro tratamentos analisados em dieta artificial: Controle, DL50/2,
DL50 e 2xDL50; e dois tratamentos em figado de coelho: Controle e DL50, sendo
montada mais de um réplica para cada substrato alimentar. As larvas durante o
desenvolvimento foram mantidas em BOD com temperatura de 27°C e fotoperiodo de
12 horas. A taxa de desenvolvimento larval foi obtida por meio da andlise da massa das
larvas em intervalos de seis horas, e o tempo total de desenvolvimento de C.
megacephala, na situagdo controle, foi de aproximadamente 78 horas. Pode-se observar
que os tratamentos com Diazepam diferiram significativamente do controle, havendo
um retardo no padrdo de desenvolvimento larval da espécie estudada, quando
comparado com o controle, em ambos os substratos alimentares (figado e meio

artificial). As larvas que desenvolveram no figado nos tratamentos utilizados,
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apresentaram maior diferen¢a no ganho de massa por tempo entre controle e DL50 que
quando comparado com experimentos em meio artificial. Quanto maior a dosagem,
maior o atraso na curva de desenvolvimento. Foi observado também efeito significativo
do tipo de substrato sobre a massa das larvas durante o desenvolvimento; as que se
alimentaram de figado apresentam maiores massas comparadas as que se alimentaram
de meio artificial. Assim pode-se observar que a presenca de Diazepam no substrato
alimentar de C. megacephala aumenta o tempo de desenvolvimento larval, retardando o

ganho de massa por tempo, quando comparado ao grupo controle.

Introducao

O uso de tranqiiilizantes no tratamento clinico, no controle da ansiedade por meio
de substancias chamadas ansioliticas, dentre elas os benzodiapinicos, pode gerar
mudangas comportamentais, suicidios e, portanto estar relacionado com a morte destes
usudrios (BARBONE et al., 1998; BERMAN et al., 2005; BOND, 1998; DIETCH &
JENNINGS, 1988; HALL & ZISOOK, 1981; LESTER, 1995; NEUTEL & PATTEN, 1997,
SZARA & LUDFORD, 1980; WOODS, et al., 1992). Uma grande quantidade de prescri¢des
e também o uso ilicito de benzodiazepinicos para tratamento de insOnia e ansiedade j&
vém sendo relatados em diversas partes do mundo (WOODS, et al., 1992), e seu controle
se torna dificil devido a regulamentag@o nos diferentes paises (WOODS, 1998). Dentre
estes benzodiazepinicos, o Diazepam apresenta um modo de acdo relativamente rdpido,
tornando-se assim uma substincia bastante prescrita em clinicas e de freqiiente uso
ilicito.

Diversas drogas licitas ou ndo, utilizadas direta ou indiretamente, vém sendo
encontradas em caddveres devido ao abuso no uso e podendo estar relacionadas com a
morte de pessoas (ALUNNI-PERRET et al., 2003; CONACHER & WORKMAN, 1989; DE
CHATEAU, 1990; POPE & KATZ, 1994). Dependendo a fase de decomposi¢c@o do corpo, a
droga ndo pode mais ser encontrada facilmente nos tecidos sendo assim, podem-se
utilizar larvas de insetos que se desenvolveram no mesmo e verificar ou ndo a presenca
da droga nelas (GOFF et al., 1993; INTRONA et al., 2001; NOLTE et al., 1992). No
entanto, estas drogas por permanecerem no tecido dos caddveres por um intervalo de
tempo, possibilitando assim sua identificagdo, t€m dificultado a investigacdo por parte

dos peritos devido a acdo destas na decomposi¢do do corpo e assim, na estimativa do
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intervalo pdés-morte (IPM), que envolve a dedugdo do intervalo de tempo minimo e
maximo entre a morte e a descoberta do corpo.

Assim, estudos que procurem avaliar mudangas nas concentragdes de
determinadas substancias sobre diferentes 6rgdos do cadéaver, sdo importantes para a
ciéncia forense. SHIOTA et al. (2004) observaram variagdes na concentragdo de
Diazepam (benzodiazepinico) em diferentes 6rgaos de rato, logo apds sua morte. Esta
constatacdo de variacdo da concentracdo de uma droga em um tecido € de extrema
importancia na estimativa do IPM, pois uma das metodologias mais eficientes na
estimativa € a utilizacdo de insetos necréfagos presentes no caddaver (SMITH, 1986).
Estes insetos se alimentam do substrato em decomposi¢do durante seu desenvolvimento,
podendo assim indicar o intervalo pés-morte (IPM) (CATTS & GOFF, 1992; SMITH,
1986) e a variacdo da concentragdo da droga poderia alterar seu desenvolvimento
(CATTS, 1992).

Caso haja a presenga de alguma substancia quimica no substrato de alimentacdo
larval, esta pode atuar sobre os individuos interferindo nos processos de transmissio
neural, inibindo ou ativando os mensageiros quimicos, causando mudangas fisioldgicas,
no desenvolvimento e no comportamento dos organismos em contato com a mesma
(OmoTto, 2000; HAYNES, 1988), mudangas estas que podem prejudicar a estimativa do
IPM (CATTS, 1992; CATTS & GOFF, 1992). Assim os estudos toxicoldgicos para se
verificar a presenca de drogas no caddver e o efeito destas drogas nos insetos sdo
extremamente importantes para a ciéncia forense, sendo que se podem observar
diferentes efeitos de drogas distintas nas diferentes espécies de insetos necroéfagos (O’
BRIEN & TURNER, 2004; PIEN et al., 2004; CAMPOBASSO et al., 2004; BOUREL ET AL.,
2001; SADLER et al., 1997; GOFF et al., 1997; GOFF & LORD, 1994; CATTS, 1992).

Ja o efeito da presenca de benzodiazepinicos no substrato de alimentagdo larval foi
observado por PIEN et al. (2004) na mosca Calliphora vicina, com alteracdes na
morfologia de larvas e pupas e a taxa de desenvolvimento larval na presenca de
Nordiazepam. J4& CARVALHO et al. (2001) observaram que Diazepam acelera o
desenvolvimento larval de duas espécies de moscas, Chrysomya albiceps e Chrysomya
putoria. Estes estudos envolvem a entomotoxicologia, ciéncia que procura quantificar e

analisar o efeito de diferentes drogas sobre os insetos e também na taxa de
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desenvolvimento larval (GOFF & LORD, 1994; INTRONA et al., 2001), que € de grande
importancia numa estimativa mais precisa do intervalo p6s-morte (IPM).

Dentre os insetos envolvidos na entomologia forense, a ordem Diptera é uma das
mais importantes. As moscas-varejeiras do género Chrysomya (Familia: Calliphoridae)
tém grande importancia na entomologia forense por serem indicadoras de tempo de
decomposi¢do de caddveres humanos (BYRD & CASTNER, 2001; GOMES et al., 2003;
SMITH, 1986, VON ZUBEN et al., 1996; WELLS & GREENBERG, 1992). A espécie
Chrysomya megacephala apresenta uma grande importancia nos estudos forenses, por
ser uma das espécies que primeiro chega aos corpos em decomposi¢do (GUIMARAES et
al., 1978; LOPES DE CARVALHO & LINHARES, 2001) e também por se alimentar dos
mesmos durante seu estigio larval.

Desta forma, estudos que observem os efeitos de diferentes drogas em espécies de
moscas-varejeiras sdo importantes para a entomologia forense (entomotoxicologia) e
vém sendo realizados (O’ BRIEN & TURNER, 2004; PIEN et al., 2004; CAMPOBASSO et
al., 2004; BOUREL ET AL., 2001; SADLER et al., 1997; GOFF et al., 1997; MILLER et al.,
1994; GOFF & LORD, 1994; CATTS, 1992), mas ha a necessidade de mais estudos
envolvendo diferentes drogas e espécies de importancia forense. Assim, este trabalho
procurou verificar a taxa de desenvolvimento larval, por meio da andlise da massa

larval, de C. megacephala em contato com Diazepam (Benzodiazepinico).

Material e Métodos

Coleta e manutencao dos espécimes sob condicoes experimentais

Exemplares adultos de C. megacephala foram coletados no Instituto de
Biociéncias da UNESP, em Rio Claro, SP. Foi utilizada como isca, matéria orgénica de
origem animal em decomposi¢do, e os exemplares coletados foram mantidos em gaiolas
teladas em sala climatizada a 27+1°C e fotoperiodo de 12hs.

A alimentacdo oferecida aos adultos foi de agucar, dgua e figado bovino, sendo
este ultimo destinado para o fornecimento protéico necessdrio para o desenvolvimento
ovariano das fémeas adultas (LINHARES, 1988). Carne bovina moida foi usada como
substrato para postura pelas fémeas gravidas (parentais); estes ovos foram utilizados
para producdo da geracdo F;, sendo que, somente a geracdo F, foi empregada nos

experimentos.
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Como substratos alimentares para desenvolvimento larval da espécie estudada,
foram utilizados: meio artificial, a base de leite em pd, dgar, levedura de cerveja,
nipagin e caseina, preparado de acordo com LEAL et al. (1982), e figado de coelho,

objetivando uma compara¢do com os resultados obtidos na dieta artificial.

Andlise do desenvolvimento larval

Os ovos desta espécie foram depositados pelas fémeas (F;) em macerado de carne
moida, sendo que imediatamente apds a postura, os ovos foram separados e mantidos
em BOD (temperatura de 27+1°C e fotoperiodo de 12 h) até a eclosdo das larvas, para a
formacdo das densidades larvais.

Nos experimentos com dieta artificial como substrato alimentar, foram formadas
densidades de 400 larvas por tratamento, sendo feitos trés experimentos (trés réplicas),
sendo que cada réplica era composta por quatro frascos: trés frascos com doses
diferentes de Diazepam e um tratamento controle. Apds a eclosdo, as larvas foram
colocadas em frascos contendo meio artificial (LEAL et al., 1982) (400 larvas em 125
gramas de dieta — 0,31g/larva).

J4 a densidade larval nos tratamentos com substrato alimentar figado de coelho foi
de 200 larvas por frasco, devido a menor massa deste substrato alimentar (58,58 + 4,99¢
de figado), em relacdo a que foi considerada nos frascos com meio artificial (125g).
Foram feitas duas réplicas, sendo que cada réplica era composta por dois frascos: um
frasco com dose de Diazepam e um tratamento controle. Para obtencdo do figado
(substrato alimentar larval), foram utilizados quatro coelhos machos (duas réplicas)
obtidos no Biotério Central da Unesp (Botucatu — SP) com massa média de 1,682 Kg +
141 g, os quais foram mortos mecanicamente e dissecados para retirada do figado, apds
a aplicacdo do tratamento utilizado (controle — sem Diazepam e DL50 de coelho -

tratados com Diazepam).

Dados que foram obtidos para desenvolvimento larval
Para a andlise do desenvolvimento larval, foram observados valores de massa das
larvas, em intervalos de seis horas, até que se completasse o desenvolvimento larval e as

mesmas procurassem um local para pupacdo.
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Nestes intervalos de seis horas, a massa foi individualmente registrada para uma
amostra aleatéria de 10 larvas de cada recipiente, que foram lavadas e secadas antes da
pesagem.

Apés a pesagem, as larvas foram devolvidas aos respectivos frascos, pois caso
fossem retiradas e/ou mortas para avaliacio do seu comprimento, a variacdo na
densidade larval (competicdo intra-especifica) seria muito grande, e poderia causar uma
resposta na taxa de desenvolvimento larval, como observado por IRELAND & TURNER
(2006) e VON ZUBEN (1995), com o nivel de agregacdao larval interferindo nos
resultados de competicdo por alimento, o que dificultaria a andlise dos dados sob a

influéncia das drogas presentes.

Doses utilizadas.

Foi utilizado o Diazepam (grupo quimico: Benzodiazepinico) (ansiolitico -
Diazepam NQ® 10mg - solugdo injetdvel - LABORATORIO NOVAQUIMICA - ampolas de 2
mL), por causa de sua importancia forense, ja que estd presente em casos de morte de
pessoas com necessidade de administragdo médica desta droga (BERMAN et al., 2005;
BOND, 1998; DIETCH & JENNINGS, 1988; LESTER, 1995; HALL & ZISOOK, 1981; SZARA
& LUDFORD, 1980).

Os individuos utilizados nos diferentes tratamentos tiveram como fonte alimentar
a dieta artificial proposta por LEAL et al. (1982), a qual possui fontes de proteinas e
carboidratos que sdo necessdrias para o desenvolvimento destas larvas de dipteros; ou
figado de coelho, animal modelo em muitos estudos cientificos e forenses (DE LETTER
et al., 2002).

Assim, o benzodiazepinico foi colocado na dieta artificial (LEAL et al., 1982) e/ou
injetado no coelho. As doses do ansiolitico (Diazepam) utilizadas nos tratamentos foram
a DL50 (intravenosa) do animal-teste (coelho), ou seja, 9 mg/Kg (NIOSH, 2004).
Foram utilizadas trés dosagens no meio artificial: DL50 — coelho = 9mg/Kg, doses com
metade da utilizada DL50 (D/2) e doses de duas vezes a DL50 utilizada (2D), sendo que
ao controle nao foi adicionado nada a mais do que o presente na dieta de LEAL et al.
(1982).

A aplicacdo do Diazepam no animal-teste foi feita por meio de seringas de vidro

de 3 mL, sendo injetado na veia marginal da orelha do animal o volume correspondente
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ao seu peso em relacdo a DL50 (9 mg/Kg — intervalo de tempo da administragdo: de 2 a
5 minutos). Os animais foram mortos mecanicamente apds 45 minutos da administracao
intravenosa. Para esta andlise do desenvolvimento em figado de coelho, foram feitos

apenas dois tratamentos: controle (injetado volume do veiculo) e DL50 (Diazepam).

Andlise estatistica e de outras ferramentas

A andlise estatistica de todos os dados coletados no desenvolvimento larval desta
mosca foi feita no programa SAS®. Andlise de varidncia (ANOVA) e testes de
comparacdo multipla de Duncan foram utilizados comparando as médias de massa dos
individuos nos diferentes tratamentos realizados, utilizando-se nivel global de
significancia de 5%. A varidvel dependente massa foi utilizada nas comparagdes entre

os tratamentos, réplicas, tempo e suas interagdes.

Resultados e Discussao

A andlise do desenvolvimento larval nos diferentes tratamentos mostrou
diferencas estatisticas significativas entre as varidveis e interacdes obtidas em C.
megacephala: réplicas (3 réplicas dieta + 2 réplicas figado) (F=244,3; p<0,0001),
tratamentos (doses) (F=62,98; p<0,0001), horas (F=4114,13; p<0,0001); réplica x dose
(F = 6,16; p<0,0001); réplica x hora (F=52,60; p<0,0001); dose x hora (F=7,34;
p<0,0001).

Pode-se observar que as réplicas utilizadas diferem no padrdao de desenvolvimento
larval, ou seja, as repeticdes de experimentos (réplicas) e substratos alimentares foram
significativamente diferentes, a massa sofreu influéncia da réplica feita, assim como a
dose também causou efeito no padrdo de desenvolvimento. No entanto, quando se
analisam diferentes substratos alimentares, as réplicas feitas em figado foram
semelhantes, ja os que se desenvolveram em dieta artificial foram significativamente
diferentes por andlise de comparac¢do multipla, dados estes que podem ser observados
na Tabela 1. Tal diferenca pode ter sido causada pela sensibilidade da populagdo a dieta
artificial. No entanto, o efeito do Diazepam sobre o desenvolvimento larval nos
diferentes substratos alimentares foi semelhante, ou seja, apesar de difererirem
significativamente na média de massa, o ansiolitico reduziu o desenvolvimento, como

pode ser vizualizado na Figura 1 e 2.
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TABELA 1. Andlise estatistica das réplicas e substratos por meio de comparacdo
multipla de Duncan.

Réplicas
R1 R2 R3 F1 F2
A B C D D

R1 —réplica (dieta) 1, R2 — réplica (dieta) 2, R3 — réplica (dieta) 3,
F1 - réplica (figado) 1 e F2 - réplica (figado) 2. Letras diferentes indicam diferengas significantes
entre as réplicas.

Pela observacdo dos dados estatisticos das interacdes [réplica x dose (F = 6,16;
p<0,0001); réplica x hora (F=52,60; p<0,0001); dose x hora (F=7,34; p<0,0001)], a
réplica, a dose e hora utilizadas atuam no padrdo de desenvolvimento larval de C.
megacephala quando se analisa a massa das larvas, e o efeito de cada uma delas
depende do efeito da outra, ou seja, dependendo da réplica observada o efeito de um
tratamento foi diferente, assim como, as interacdes entre hora x tratamento e hora x
réplica, sendo que este tipo de observacdo pode ser visualizado nas Figuras 1 e 2 e
Tabelas 2, 3.

No entanto, apesar da diferenca observada nas réplicas, o padriao geral obtido entre
todas elas foi semelhante, ou seja, o ansiolitico alterou o desenvolvimento de forma
parecida, ou seja, diminuindo o ganho de massa por intervalo de tempo, quanto maior a
dose de Diazepam utilizada. Esta diferenca observada entre as réplicas, tratamentos e
substratos alimentares pode ser visualizada também nas Figuras 1 e 2 e Tabelas 2 e 3.

Na andlise do efeito do Diazepam no desenvolvimento larval de C. megacephala
foram montadas trés réplicas em dieta artificial, sendo obtidos trés gréficos, cada um
com quatro curvas de desenvolvimento larval nos diferentes tratamentos feitos
(controle, D/2, D e 2D) (Figura 1 e Tabela 2). Foi obtido também um grafico de
desenvolvimento larval sem influéncia de drogas (Figura 1A), por meio de um conjunto
de dados de desenvolvimento larval controle. Pode se observar um intervalo de grande
desenvolvimento larval entre 42 horas e 72 horas de desenvolvimento, chamado de

periodo de mais rapido crescimento larval (LEVOT et al., 1979).
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FIGURA 1. Grificos das curvas de desenvolvimento (massa x tempo) de C. megacephala
nos diferentes tratamentos, dosagens de Diazepam e réplicas feitas (réplicas).
A — Curva do desenvolvimento controle, B — Réplica 1, C — Réplica2 e D —
Réplica 3. C — Controle, D/2 — doses com metade da utilizada D; D - 9mg/Kg
e 2D - dose de duas vezes a D.
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TABELA 2. Média da massa individual (mg) de 10 individuos pesados nos diferentes
tratamentos e réplicas por intervalo de tempo utilizado (6 horas). Linhas pontilhadas
delimitando o periodo de maior crescimento larval estabelecido.

horas

12
18
24
30
36
42
48
54
60
66
72
78
84
90

Média da massa (mg)

R1 R2 R3

C D/2 D 2D C D/2 D 2D C D/2 D 2D
0.14 0.14 013 0.12 0.15 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.13 0.14
022 018 024 025 022 023 025 026 032 028 0.34 0.30
047 052 057 050 049 040 047 052 049 0.49 049 0.44
086 089 09 088 076 093 08 093 096 084 080 0.70
1.59 1.66 2.02 1.86  2.01 1.58 245 1.97 1.29 1.08 1.32 1.25
356 370 349 3.19 448 395 458 3.81 3.00 256 296 3.16
6.11 749 759 676 680 6.14 8.01 730 3.89 4.10 520 4.27
1166 11.05 958 949 963 998 1051 976 724 5.88 6.16  6.43
2231 2135 18.64 16.59 19.17 1429 1933 14.09 1199 1177 1168 10.62
35.56 30.38 3220 2252 31.88 2529 26.92 19.78 16.74 18.08 14.53 13.42
49.61 50.25 39.22 3796 41.70 39.80 3258 3154 2491 34.09 2793 26.04
65.96 6253 60.12 43.85 58.58 5340 49.62 36.96 44.10 4594 3518 33.73
73.50 69.93 6591 5993 6280 59.75 60.38 5157 6325 57.12 4457 40.27
7819 7271 69.75 70.83 6521 6221 6286 6391 68.07 66.08 63.97 56.93
7740 76.16 68.63 7251 67.07 6241 66.15 60.16 7246 73.72 63.69 70.85
8421 8155 7728 7520 6599 7151 6799 6537 7545 7883 7500 71.24

C - Controle, D/2 — doses com metade da utilizada D; D - 9mg/Kg e 2D - dose de duas vezes a D.

A andlise estatistica dos dados de desenvolvimento larval de C. megacephala em

dieta artificial mostrou que as trés réplicas sdo estatisticamente diferentes entre si
(Tabela 1). No entanto, o Diazepam causou, nas trés réplicas obtidas, um retardo no
desenvolvimento larval, diminuindo o ganho de massa por unidade de tempo, como
pode ser observado nas curvas com as diferentes doses do ansiolitico (Figura 1B, C e D
e comparando-se os dados de média de massa nos intervalos de tempo, na Tabela 2).
Foram observadas diferengas estatisticas entre os tratamentos (C, D/2, D e 2D); R1:
(F=24,28; p<0,0001), R2: (F=15,31; p<0,0001), R3: (F=18,33; p<0,0001), ou seja, a
presenca de Diazepam no substrato alimentar (meio artificial) causou mudangas no
desenvolvimento larval de C. megacephala nas diferentes doses e na comparagcdo com o
controle. Quanto maior a dose de Diazepam oferecida na dieta (tratamentos), maior o

retardo no desenvolvimento larval de C. megacephala, ou seja, o ganho de massa pelas
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larvas por tempo foi proporcionalmente menor quanto maior a concentracdo da droga
(Figura 1 e Tabela 2).

A interacdo tratamento (dose) x hora em todas as réplicas realizadas foi
significante, R1: (F=2,77; p<0,0001), R2: (F=3,39; p<0,0001), R3: (F=3,74; p<0,0001),
ou seja, dependendo do tratamento que se observa, o valor da massa obtida sofre
variacdo conforme a hora observada, ou seja, como pode ser observado também na
Figura 1, os tratamentos com Diazepam (principalmente o D/2) apresentam as vezes
valores maiores que o controle, e as vezes, menores.

O desenvolvimento larval de C. megacephala em figado de coelho nos dois
tratamentos realizados (Controle e DL50 - coelho) e duas réplicas, pode ser observado

na Figura 2 e Tabela 3.

FIGURA 2. Curvas de desenvolvimento (massa x tempo) de C. megacephala nos
diferentes tratamentos (controle e DL50 Diazepam coelho — 9mg/Kg) e
réplicas feitas (réplica). A — Réplica 1 e B — Réplica 2.
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Tabela 3. Média da massa individual (mg) de 10 individuos pesados nos diferentes
tratamentos e réplicas por intervalo de tempo utilizado (6 horas). Linhas
pontilhadas delimitam o periodo de maior crescimento larval estabelecido.

F1 F2

0| 0.15 0.14 0.33 0.13
6| 0.29 0.30 0.30 0.29
12| 0.98 0.95 1.00 0.96
18| 1.84 1.56 1.85 1.53
24| 4386 3.92 4.93 3.93

30| 9.78 6.83 9.82 6.69
36| 20.77 15.86 19.09 15.65
42| 45.30 27.41 39.94 27.13
48| 56.97 46.26 56.57 44.33
54| 73.67 52.47 71.22 52.11

60| 69.53 74.56 71.66 66.21

66| 67.71 67.62 69.34 70.22
72| 71.99 65.19 7212 73.58
78| 66.34 69.09 70.12 65.30
84| 0.00 0.00 0.00 0.00

90| 0.00 0.00 0.00 0.00
C — Controle e D - 9mg/Kg de diazepam.

A andlise por meio de comparagdo multipla do desenvolvimento larval (massa) em
figado, mostrou que as réplicas realizadas nao se diferenciaram estatisticamente (Tabela
1). Entretanto, assim como observado no desenvolvimento com meio artificial, o
desenvolvimento larval em figado de coelho com a droga também sofreu um retardo
(Figura 1 e Figura 2), quando comparado com o controle, mas o decréscimo no ganho
de massa por tempo, comparando com o controle, foi muito maior neste substrato
alimentar, que quando comparado ao meio artificial, como pode ser observado na
Figura 2 e na taxa de incremento (Figura 3). Os tratamentos (Controle e DLS50)
mostraram-se significativamente diferentes nas duas réplicas realizadas (F1[Réplica 1
figado]: F=53,91; p<0,0001 e F2 [Réplica 2 figado]: F=49,24; p<0,0001). A interacdo
tratamento x hora também mostrou diferengas significativas tanto em F1 (F=13,05;
p<0,0001) quanto em F2 (F=7,29; p<0,0001), como foi observado no substrato dieta
artificial.

Os tratamentos (doses) puderam ser diferenciados nas réplicas realizadas e
susbtratos alimentares, por meio de comparacdo multipla, e foi observado que o

desenvolvimento larval tornou-se mais diferenciado quanto maior a dose de Diazepam
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utilizada no substrato alimentar (Tabela 4). Sendo que o tratamento D/2, em todas as
réplicas realizadas em dieta, ndo se diferenciou do controle, provavelmente pela

resisténcia da espécie e ao pequeno efeito desta baixa concentragdo do ansiolitico.

TABELA 4. Andlise estatistica dos tratamentos nos réplicas por meio de
comparagdo multipla de Duncan.

Réplicas
Tratamento| R1 R2 R3 F1 F2
C A A A A A
D/2 A A A - -
D B A B B B
2D C B B - -

R1 —réplica (dieta) 1, R2 — réplica (dieta) 2, R3 — réplica (dieta) 3,
F1 - réplica (figado) 1 e F2 - réplica (figado) 2. Letras diferentes indicam diferencas significantes
entre as réplicas e tratamentos.

Pode-se observar também que as réplicas com substrato alimentar figado de
coelho, se diferenciam das réplicas com meio artificial (Tabela 1); as médias obtidas no
substrato alimentar figado de coelho foram maiores quando se compara com as médias
em deita para o mesmo intervalo de tempo (Tabela 2 e 3) e pode-se observar também
que o desenvolvimento em figado foi mais curto que em dieta (Figuras 1 e 2). Assim, o
substrato alimentar tem efeito na massa, dependente do tratamento, no desenvolvimento
larval de C. megacephala (F=6,16; p<0,0001). Assim, a variacdo na massa nas
diferentes réplicas e tratamentos foi causada pela influéncia do substrato alimentar
utilizado e da dose (tratamento).

Tal variagdo no desenvolvimento sob diferentes substratos alimentares também foi
observada por IRELAND & TURNER (2006) em Calliphora vomitoria e por
KANESHRAJAH & TURNER (2004) em Calliphora vicina, nos quais diferentes grupos de
larvas foram tratados com diferentes tecidos (cérebro, musculo, pulmio, figado) de
porcos, e estes grupos tiveram diferencas no tempo de desenvolvimento larval em cada
tratamento feito. CLARK et al. (2006), observaram a mesma mudanga no padrao de
desenvolvimento larval em Lucilia sericata.

Esta variagdo no acréscimo de massa por tempo pode ser melhor avaliada,
observando-se a taxa de incremento nos diferentes tratamentos feitos, obtida para o

intervalo com maior ganho de massa por tempo (chamado de periodo de mais rapido
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crescimento larval). Assim, a Figura 3, a seguir, mostra como este dado variou nos
tratamentos observados. Para cdlculo desta taxa de incremento, foi utilizada a taxa
média de incremento de massa por periodo (seis horas) em relacdo a massa final do

periodo de mais rdpido crescimento (proposta por VON ZUBEN, 1995).
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FIGURA 3. Taxa média e desvio padrdo do incremento de massa por periodo em relacao
a massa final do periodo de mais rdpido crescimento larval. Valores da média

das taxas de incremento e barra de desvio padrdo. Substrato alimentar larval: meio
artificial (R1, R2 e R3) e Figado de coelho (F1 e F2). Tratamentos C (controle), D/2 (metade
DL50 de Diazepam para coelho), D (DL50 coelho) e 2D (dobro DL50 coelho).

Analisando a Figura 3, pode-se perceber que o desvio padrdo obtido das taxas de
incrementos dos tratamentos ndo permite tal distin¢do entre elas, sendo os valores de
ganho de massa por tempo parecidos.

Ja o periodo de maior desenvolvimento larval se diferenciam, entre os tratamentos
de substratos alimentares, como pode ser observado nas Tabelas 2 e 3, em C (dieta) o
intervalo € de 32 h até 72 h, enquanto que nos tratamentos com Diazepam (dieta) o
intervalo é de 32 h até 84 h. Ja nos experimentos com figado de coelho, em C o
intervalo é de 30 h até 54 h, ja nos tratamentos com Diazepam (dieta) o intervalo é de
30 h até 60 h. Assim, quando se utiliza o figado como substrato alimentar, as diferencas

entre estas taxas tornam-se ainda maiores, pois o ganho de massa por tempo € maior € o

periodo de desenvolvimento larval € menor. Desta forma, o tempo de desenvolvimento
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larval e o intervalo de maior crescimento larval, comparando-se os substratos
alimentares utilizados e os diferentes tratamentos se diferenciaram.

Estas variacOes no tempo de desenvolvimento dos tratamentos entre os diferentes
substratos alimentares se devem provavelmente a diferencas fisicas e nutricionais entre
o figado e a dieta utilizada e, a densidade de individuos utilizada permitindo a formagéao
de agregados larvais diferentes, como observado por VON ZUBEN (1995) e IRELAND &
TURNER (2006). No entanto, a densidade utilizada no substrato alimentar figado foi
menor que no meio artificial, mas o desenvolvimento neste substrato foi mais rpido.
Diferencas no desenvolvimento larval em aglomerados larvais e tipos de substratos
alimentares (figado, cérebro e musculo) vém sendo observadas em Calliphora vomitoria
por IRELAND & TURNER (2006).

No desenvolvimento com figado, ficou evidente também o comportamento
dindmico do aglomerado larval, sendo que a atividade de movimentacdo no controle era
muito maior que a atividade das larvas que se alimentavam de substrato com Diazepam.

Desta forma, pode-se observar que o este ansiolitico (Diazepam) causou um
retardo no desenvolvimento larval de C. megacephala, diferentemente do observado em
C. albiceps e C. putoria por CARVALHO et al. (2001), em que ambas as espécies
sofreram uma aceleragdo no desenvolvimento larval quando em contato com o
Diazepam.

Esta diminui¢@o na atividade talvez fosse causada por mudangas fisioldgicas nas
larvas em fungdo do benzodiazepinico presente no meio, tendo em vista sua provavel
atuagdo sobre o sistema GABAérgico de C. megacephala. Os benzodiazepinicos agem
interagindo com receptores de neurotransmissores inibitdrios diretamente ativados pelo
GABA (GOODMAN & GILMAN, 2003). Neste caso, podem potencializar a acdo dos
neurotransmissores GABA, atuando sobre os receptores GABA,, ou seja, ocorre um
maior influxo de fons cloro para o neurdnio pds-sindptico, dificultando assim sua
despolarizacdo e conseqiientemente, causando uma diminuicdo da velocidade de
transmissdo do impulso neural, o que deprime o sistema nervoso central (GOODMAN &
GILMAN, 2003; ROGAWSKI & LOSCHER, 2004).

Os benzodiazepinicos, entre eles o Diazepam, tém efeito sobre o sistema nervoso
central de humanos, podendo causar: sedagdo, hipnose, diminui¢do da ansiedade,

relaxamento muscular, amnésia anterégrada e atividade anticonvulsivante, além de
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vasodilatagdo corondria e bloqueio neuromuscular em doses muito altas (GOODMAN &
GILMAN, 2003).

Este modo de agdo dos benzodiazepinicos pode ter causado uma diminui¢do do
metabolismo larval de C. megacephala e conseqlientemente uma menor atividade
dindmica do agregado larval em ambos os substratos alimentares, acarretando em um
menor ganho de massa por unidade de tempo, como é observado nas curvas de

desenvolvimento larval com doses maiores D e 2D, principalmente, as quais se

diferenciaram significativamente do controle.

Conclusoes
Os resultados do presente estudo mostraram que o Diazepam altera o padrio de
desenvolvimento larval de C. megacephala, retardando o ganho de massa por tempo.
Assim, altera o tempo requerido para o desenvolvimento larval, podendo gerar erros na
estimativa do IPM, ao se utilizar técnicas/métodos entomoldgicos, caso ndo seja levada
em conta a presencga desta droga.
Sdo necessdrios também mais estudos visando avaliar os efeitos deste ansiolitico
no metabolismo, nas células e a nivel molecular, para uma melhor compreensao dos
efeitos gerados no desenvolvimento larval, além de mais estudos com outras espécies de

insetos de importancia forense com diferentes drogas e doses.
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CAPITULO 3

EFEITO DE DIAZEPAM NO DESENVOLVIMENTO LARVAL DE

Musca domestica (L.) (DIPTERA: MUSCIDAE)
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Resumo

Musca domestica (Linnaeus) € uma espécie de distribuicio cosmopolita e
altamente sinantrépica, sendo bastante estudada e tendo importancia médico/sanitdria,
veterinaria e forense. Este muscideo pode ser encontrado em caddveres em
decomposicdo tendo potencial uso na entomologia forense na estimativa do IPM
(Intervalo P6s-Morte). Tal estimativa se baseia no tempo de desenvolvimento larval do
inseto alvo; entretanto, este periodo do desenvolvimento pode ou ndo ser alterado
quando houver a presenga de substincias quimicas junto ao substrato alimentar. Estas
substancias, sendo drogas licitas ou ndo, podem ter causado a morte da pessoa ou
estarem presentes nos tecidos da vitima por razdes médicas. Assim, utilizou-se
Diazepam NQ® (10mg solu¢io injetdvel), que foi colocado no substrato alimentar de
larvas de M. domestica (dieta artificial ou figado de coelho) em trés dosagens:
4,5mg/Kg (DL50/2), 9mg/Kg (DL50 para coelho) e 18mg/Kg (2xDL50). Desta forma,
existiram quatro tratamentos analisados em dieta artificial: Controle, DL50/2, DL50 e
2xDL50; e dois tratamentos em figado de coelho: Controle e DL50, sendo montados
mais de um experimento para cada substrato alimentar. As larvas, durante o
desenvolvimento, foram mantidas em BOD com temperatura de 27+0,5° C e
fotoperiodo de 12 horas. A taxa de desenvolvimento larval foi obtida por meio da
andlise da massa das larvas em intervalos de seis horas, e o tempo total de
desenvolvimento, na situacdo controle, de M. domestica foi de aproximadamente 84
horas. O desenvolvimento larval em figado ndo foi bem sucedido; apds 42 horas de
desenvolvimento larval, o aglomerado larval praticamente ndo existia, ou seja, muitos
individuos ndo se desenvolveram e acabaram morrendo devido a baixa densidade larval

sobrevivente. Ja na dieta artificial, pode-se observar que os tratamentos com Diazepam
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diferiram significativamente do controle, havendo um retardo no padrio de
desenvolvimento larval da espécie estudada, quando comparado com o controle. Quanto
maior a dose, maior o atraso na curva de desenvolvimento. Assim pode-se perceber que
a presenca de Diazepam no substrato alimentar de M. domestica aumenta o tempo de
desenvolvimento larval, retardando o ganho de massa por tempo quando comparado ao

grupo controle.

Introducao

O género Musca (Diptera, Muscidae) compreende cerca de 60 espécies
encontradas principalmente no Velho Mundo (CARVALHO, 2002; SACCA, 1964). J4 no
Novo Mundo, apenas duas espécies estdo presentes, M. autumnalis e M. domestica,
tendo esta dltima distribui¢do cosmopolita e ndo estando presente apenas nas regides
articas, antdrticas e em grandes altitudes (MARICONI et al., 1999). Musca domestica
provavelmente nao € origindria do Novo Mundo (LEGNER & McCoy, 1966), sendo
tratada como espécie exética. E uma espécie altamente sinantrépica e onivora, o que
favorece a sua dispersao e distribui¢ao pelos continentes (CARVALHO, 2002; MARICONI
et al., 1999). Consequentemente, ela tem uma grande relagdo com o ambiente humano
(GREENBERG, 1971), sendo uma espécie bastante estudada e de importancia em varias
areas de pesquisa, como de importancia médica, pois este muscideo pode transportar
formas infectantes de muitas doencas humanas e de animais domésticos, podendo ser
citadas: febre tiféide, diarréias infantis, carbunculo, cdlera, ascaridiase, coccidioses,
poliomelite, etc (MARCONDES, 2001).

Além desta importancia médico/sanitaria, os nematdides Habronema muscae e H.
megastoma, que podem causar lesOes gastricas cutaneas em eqiiinos, desenvolvem-se
obrigatoriamente em Stomoxys calcitrans e M. domestica, caracterizando assim sua
importancia veterindria (MARCONDES, 2001). SUKONTASON et al. (2004) observaram
ainda a presenca de M. domestica em caddveres humanos, indicando seu potencial uso
na entomologia forense (BYRD & CASTNER, 2001; SMITH, 1986). Em estudo realizado na
Espanha por ARNALDOS et al. (2001), M. domestica destaca-se entre oS insetos
necréfagos, sendo uma das primeiras espécies que chegaram a carcaca nas primeiras

horas dos dias no verio.
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Na entomologia forense, o uso dos insetos pode ajudar os peritos a estimar o
intervalo p6s-morte (IPM), por meio do estudo do desenvolvimento larval de espécies
ou sucessdo faunistica presente no cadaver (SMITH, 1986). O IPM envolve a deducdo do
intervalo de tempo minimo e mdximo entre a morte e a descoberta do corpo (CATTS &
GOFF, 1992), sendo uma estimativa de extrema importancia nas investigacdes criminais.
No entanto, alguns fatores podem prejudicar a estimativa do IPM, tais como se as larvas
coletadas tiverem sido dessecadas, congeladas ou contaminadas por substancias
quimicas presentes no cadaver (CATTS, 1992; NUORTEVA et al., 1974), como drogas
licitas ou nao.

Os diferentes modos de acdo de drogas na decomposi¢ao do corpo e no ritmo de
desenvolvimento de larvas de insetos necr6fagos, dentre eles moscas-varejeiras, t€ém
dificultado a investigacdo por parte dos peritos, da estimativa do IPM (CATTS, 1992;
BOUREL et al., 2001; GOFF et al., 1997; GOFF & LORD, 1994; O’ BRIEN & TURNER,
2004; PIEN et al., 2004; SADLER et al., 1997). Casos de mortes de pessoas por utilizacdo
de drogas, licitas ou ndo, direta ou indiretamente, sio comumente relatados (ALUNNI-
PERRET et al., 2003; CONACHER & WORKMAN, 1989; DE CHATEAU, 1990; POPE & KATZ,
1994; PANNELL et al., 2001).

Dentre estas drogas, cabe salientar que em estudos com usudrios de
benzodiazepinicos (entre eles Diazepam), t€ém sido observadas mortes ou mudancas de
comportamento (BERMAN et al., 2005; BOND, 1998; DIETCH & JENNINGS, 1988;
GARDNER & COWDRY, 1985; LESTER, 1995; HALL & ZISOOK, 1981; SZARA & LUDFORD,
1980; WooDs, et al., 1992). Estudos que procuram observar também diferencas na
concentracdo de Diazepam em varios 6rgaos de rato, logo apds sua morte, vém sendo
realizados (SHIOTA et al., 2004), e sdo de extrema importincia para a ciéncia forense.

Trabalhos que observem o efeito de benzodizepinicos em moscas de importincia
forense vém sendo realizados, PIEN et al. (2004) estudaram o efeito de Nordiazepam na
morfologia de larvas e pupas, e na taxas de desenvolvimento larval em Calliphora
vicina. Ja CARVALHO et al. (2001) observaram que Diazepam acelera o
desenvolvimento larval em Chrysomya albiceps e Chrysomya putoria. Estes estudos
envolvem a entomotoxicologia (GOFF & LORD, 1994; INTRONA et al., 2001), ciéncia que
procura quantificar e analisar o efeito de diferentes drogas sobre os insetos (CARVALHO

et al., 2001; SADLER et al., 1995) e também na taxa de desenvolvimento larval dos
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mesmos (CATTS, 1992; BOUREL et al., 2001; GOFF et al., 1997; GOFF & LORD, 1994; O’
BRIEN & TURNER, 2004; PIEN et al., 2004; SADLER et al., 1997), que é de grande
importincia numa estimativa mais precisa do intervalo pés-morte (IPM).

A presenca de alguma substincia quimica (drogas clinicas ou inseticidas) no
substrato de alimentagdo larval de insetos pode atuar sobre os individuos de diferentes
espécies interferindo nos processos de transmissdo neural, inibindo ou ativando os
mensageiros quimicos, causando mudangas fisioldgicas, no desenvolvimento e no
comportamento do organismo em contato com a mesma (OMOTO, 2000; HAYNES,
1988). Estas mudancas podem levar a uma sub - ou super - estimativa do IPM (CATTS,
1992), caso evidéncias entomoldgicas sejam utilizadas em investigacdes médico-
criminais e ndo se considere o efeito de substancias quimicas sobre o desenvolvimento
larval destes insetos.

Assim, hd a necessidade de estudos que avaliem a presenca e os efeitos de
diferentes substincias quimicas no substrato alimentar em diferentes espécies de
insetos, para que se possa obter uma melhor estimativa do IPM, nos casos em que
houver substancias quimicas no cadaver. Este trabalho visa analisar o desenvolvimento
de M. domestica em diferentes doses de Diazepam, um benzodiazepinico de grande uso

clinico.

Material e Métodos
Coleta e manutencao dos espécimes sob condicoes experimentais

Exemplares adultos de M. domestica foram coletados no Instituto de Biociéncias
da UNESP, em Rio Claro, SP. Foi utilizada como isca, matéria orginica de origem
animal em decomposi¢do, e os exemplares coletados foram mantidos em gaiolas teladas
em sala climatizada a 27+1°C e fotoperiodo de 12hs.

A alimentacdo oferecida aos adultos foi de acucar, dgua e figado bovino, sendo
este dltimo destinado para o fornecimento protéico necessario para o desenvolvimento
ovariano das fémeas adultas (LINHARES, 1988). Carne bovina moida foi usada como
substrato para postura pelas fémeas gravidas (parentais); estes ovos foram utilizados
para producio de geracdo Fj, e somente a geracdo F, foi empregada nos experimentos.

Como substratos alimentares para desenvolvimento larval da espécie estudada,

foram utilizados: meio artificial, a base de leite em po, 4gar, levedura de cerveja,
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nipagin e caseina, preparado de acordo com LEAL et al. (1982), e figado de coelho,

objetivando uma compara¢do com os resultados obtidos na dieta artificial.

Condicoes do desenvolvimento larval

Os ovos desta espécie foram depositados pelas fémeas (F;) em macerado de carne
moida, sendo que imediatamente apds a postura, os ovos foram separados e mantidos
em placas de Petri com papel de filtro umedecido e colocados em BOD (temperatura de
27+1°C e fotoperiodo de 12 h) até a eclosdo das larvas, para a formacao das densidades
larvais.

Nos experimentos com substrato alimentar - meio artificial, foram formadas
densidades de 400 larvas por tratamento, sendo feitos dois experimentos (duas réplicas),
sendo que cada réplica era composta por quatro frascos: trés frascos com doses
diferentes de Diazepam e um controle. Apés a eclosdo, as larvas foram colocadas em
frascos contendo meio artificial (LEAL et al., 1982) (400 larvas em 125 gramas de dieta
—0,31g/larva).

Ja a densidade larval nos tratamentos com substrato alimentar - figado de coelho -
foi de 200 larvas por frasco, devido a menor massa deste substrato alimentar (58,58 +
4,99¢g de figado), em relacdo a que foi considerada nos frascos com meio artificial
(125g). Foram montados dois experimentos (réplicas), sendo que cada réplica era
composta por dois frascos: um com Diazepam e um tratamento controle. Para obtencao
do figado (substrato alimentar larval), foram utilizados quatro coelhos machos obtidos
no Biotério Central da Unesp (Botucatu — SP) com massa média de 1,682 Kg + 141 g,
os quais foram mortos mecanicamente e dissecados para retirada do figado, apds a
aplicacdo do tratamento utilizado (controle — sem Diazepam e DL50 de coelho -

tratados com Diazepam).

Droga utilizada e tratamentos considerados
Foi utilizado o Diazepam (grupo quimico: Benzodiazepinico) (ansiolitico -
Diazepam NQ 10mg - solu¢do injetdvel - LABORATORIO NOVAQUIMICA - ampolas de 2
mL), por causa de sua importancia forense, pois pode estar presente nos tecidos de

pessoasque utilizam esta droga (BARBONE et al., 1998; BERMAN et al. 2005; BOND,
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1998; DIETCH & JENNINGS, 1988; GARDNER & COWDRY, 1985; LESTER, 1995; HALL &
ZISOOK, 1981; SZARA & LUDFORD, 1980).

O Diazepam atua no sistema nervoso e apesar de ser muito estudado nos seres
humanos, ainda necessita de mais investigacdes para melhor compreensdo de sua
atuacdo neural (ROGAWSKI & LOSCHER, 2004). Cabe aqui salientar que estudos sobre o
efeito desta substincia em insetos sa0 escassos.

Os individuos utilizados nos diferentes tratamentos tiveram como fonte alimentar
a dieta artificial proposta por LEAL et al. (1982), a qual possui fontes de proteinas e
carboidratos que sdo necessdrias para o desenvolvimento destas larvas de dipteros; ou
figado de coelho, animal modelo em muitos estudos cientificos e forenses (DE LETTER
et al., 2002).

Assim, o benzodiazepinico foi colocado na dieta artificial (LEAL et al., 1982) e/ou
injetado no coelho, imitando situacdo em que pode estar presente no corpo da vitima
(caddver) em investigacdes médico-criminais. As doses de Diazepam utilizadas nos
tratamentos foram relacionadas a DL50 (intravenosa) do animal-teste (coelho), ou seja,
9 mg/Kg (NIOSH, 2004). Foram utilizadas trés dosagens no meio artificial: DL50 —
coelho = 9mg/Kg, doses com metade da utilizada DL50 (D/2) e doses de duas vezes a
DL50 utilizada (2D), sendo que ao controle ndo foi adicionado nada a mais do que o
presente na dieta de LEAL et al. (1982).

A aplicacdo do Diazepam no animal-teste foi feita por meio de seringas de vidro
de 3 mL, sendo injetado na veia marginal da orelha do animal o volume correspondente
ao seu peso em relagdo a DL50 (9 mg/Kg — intervalo de tempo da administragcdo: de 2 a
5 minutos). Os animais foram mortos mecanicamente apos 45 minutos da administraciao
intravenosa. Para esta andlise do desenvolvimento em figado de coelho, foram feitos
apenas dois tratamentos: controle (injetado solucdo fisiolégica 0,9% NaCl) e DL50

(Diazepam).

Dados obtidos na analise do desenvolvimento larval
Para a analise do desenvolvimento larval, foram observados valores de massa das
larvas, em intervalos de seis horas, comecando com larvas recém-eclodidas até que se

completasse o desenvolvimento larval e as mesmas procurassem um local para pupacao.
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Nestes intervalos de seis horas, a massa foi individualmente registrada para uma
amostra aleatéria de 10 larvas de cada recipiente, que foram lavadas e secadas antes da
pesagem.

Apés a pesagem, as larvas foram devolvidas aos respectivos frascos, pois caso
fossem retiradas e/ou mortas para avaliacdo do seu comprimento, a variacio na
densidade larval (competi¢do intra-especifica) seria muito grande, e poderia causar uma
resposta na taxa de desenvolvimento larval, como observado por IRELAND & TURNER
(2006) e VON ZUBEN (1995), o que dificultaria a andlise dos dados sob a influéncia das

drogas presentes.

Analise estatistica e utilizacao de ferramentas computacionais
A andlise estatistica de todos os dados coletados no desenvolvimento larval desta
mosca foi feita no programa SAS®. Anilise de variincia (ANOVA) e testes de
comparagdo multipla de Duncan foram utilizados comparando as médias de massa dos
individuos nos diferentes tratamentos realizados, utilizando nivel de significincia de
5%. A varidvel dependente massa foi utilizada nas comparacdes entre os tratamentos,

réplicas, tempo e suas interagoes.

Resultados e discussao

O desenvolvimento larval de M. domestica no substrato alimentar figado de
coelho, nos diferentes tratamentos (controle e DL50-coelho), ndo foi bem sucedido,
como pode ser observado na figura 1. Pdde-se observar que, apds 42 horas de
desenvolvimento larval, o aglomerado larval praticamente ndo existia, ou seja, muitos
individuos ndo se desenvolveram e acabaram morrendo, talvez pela baixa densidade
larval de M. domestica formando o aglomerado, o que pode dificultar o
desenvolvimento larval, como j& observado por IRELAND & TURNER (2006) e VON
ZUBEN (1995) em moscas-varejeiras, ou talvez pelo tipo de substrato alimentar

disponivel a espécie, que pode ndo ter sido muito atrativo para este muscideo.



Capitulo 3 - Diazepam e desenvolvimento larval de Musca domestica 59

FIGURA 1. Grificos das curvas de desenvolvimento (massa x tempo) de M. domestica
nos diferentes tratamentos (controle e DL50 Diazepam coelho — 9mg/Kg) e
réplicas feitos (réplica). A — Réplica 1 e B — Réplica 2.

Ja a andlise do desenvolvimento larval de M. domestica em meio artificial
(substrato alimentar) nos diferentes tratamentos foi bem sucedida, e mostrou diferencas
estatisticas significativas entre algumas varidveis e interacoes observadas: réplicas (F =
12,12; p = 0,0005), tratamento (dose) (F = 67,42; p = 0,0001), horas (F = 1104,75; p =
0,0001); réplica x tratamento (F = 3,10; p = 0,0246); réplica x hora (F = 1,05; p =
0,4049); tratamento x hora (F = 5,45; p = 0,0001). Pode-se observar que as réplicas e os
tratamentos foram significativamente diferentes, quando se avalia a varidvel dependente
massa; desta forma, a presenca do Diazepam e as réplicas apresentaram influéncias
sobre a massa dos individuos, como pode também ser observado na Figura 2 e Tabela 1,
ou seja, o ansiolitico causou significativa reducdo no ganho de massa por intervalo de
tempo. Estas diferencas nos valores e nas curvas obtidas pelas médias de massa nos
tratamentos e réplicas podem ser visualmente diferenciadas pela Tabela 1 e Figura 2.

Pela andlise das interacdes pode-se constatar, utilizando um nivel de significancia
de 5%, que a distin¢do entre as massas ¢ causada pelo tratamento e pela réplica; assim,
o efeito das doses de Diazepam causou mudancas nos valores de massa, mas
dependente de qual réplica é analisada. No entanto, utilizando-se um nivel de
significancia de 1%, ndo se pode fazer tal afirmacdo. Assim, a réplica e o tratamento

podem atuar conjuntamente nos valores de massa obtidos. Esta possivel distin¢do
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significativa na interagdo réplica x tratamento pode ser explicada provavelmente pelo
desenvolvimento larval observado em D/2 quando se comparam as réplicas (Figura 2).
Este tratamento na R1 apresentou valores em intervalos de tempo de taxa de
desenvolvimento maiores que o obtido no controle, fato que nao foi observado em R2.

Ja interacdo réplica x hora nao foi significativamente diferente, mostrando que a
média das massas nas diferentes horas analisadas ndo depende da réplica observada, ou
seja, os valores sdo iguais.

Assim, pode-se perceber que existe um efeito da dose (Tratamento) de Diazepam
sobre o desenvolvimento larval, dependendo da réplica que se observa, e esta diferenca
pode ser melhor visualizada no decorrer do tempo observado, como demonstrado na
Figura 2, que mostra as duas réplicas (teste inicial e réplica) e suas curvas de
desenvolvimento larval de M. domestica, em dieta artificial nos diferentes tratamentos
(controle, D/2, D e 2D) com/sem Diazepam, além do grafico de desenvolvimento larval

sem influéncia de drogas (Figura 2A).

FIGURA 2. Gréficos das curvas de
desenvolvimento montadas por meio da
média de 10 individuos nos intervalos de 6
em 6 horas (massa x tempo) de M.
domestica nos diferentes tratamentos,
dosagens de Diazepam e réplicas feitas
(réplicas). A — Curva do desenvolvimento
controle, B — Réplica 1 e C — Réplica 2



Capitulo 3 - Diazepam e desenvolvimento larval de Musca domestica ¢]

Analisando-se os graficos obtidos (Figura 2), pdode-se observar um retardo no
desenvolvimento larval de M. domestica quando o substrato alimentar possui a
Diazepam nos duas réplicas realizadas, principalmente em D e 2D, sendo significativas
a diferencas entre os tratamentos (F = 12,12; p = 0,0005); e quanto maior a
concentracdo da substancia psicotrdpica, menor o ganho de massa pelas larvas no
decorrer do intervalo de tempo observado (Tabela 1).

O tempo de desenvolvimento larval e o intervalo de maior crescimento larval,
comparando-se os tratamentos, também foram alterados, como pode ser observado na
Tabela 1. O intervalo de maior crescimento larval no controle e DL/2 foi entre 48 e 84
horas; ja nos tratamentos D e 2D entre 48 e 90 horas, sendo que a partir de 90 horas, a

média de massa nos tratamentos € similar (Figura 2 e Tabela 1).

TABELA 1. Média da massa (mg) individual de 10 individuos pesados nos diferentes
tratamentos e réplicas por intervalo de tempo utilizado (6 horas). Linhas
pontilhadas delimitando o periodo de maior crescimento larval estabelecido.

R1 R2
horas C D/2 D 2D C D/2 D 2D
0 000 000 000 000 000 000 000 0.0
6 008 006 005 004 003 004 003 004
12 025 038 028 029 027 036 032 037
18 039 060 038 058 057 060 051 0.6
24 057 102 072 093 094 106 1.02 095
30 210 242 203 203 222 229 131 144
36 3.00 357 288 242| 296 295 204 208
2 | 3.37 402296 305|332 359 299 261
48 506 515 316 3.70| 583 445 428 384
54 6.92 824 554 498| 746 606 515  4.04
60 846 988 7.88  6.75| 943 857 571 541
66 997 1099 948  7.56| 1039 995 840  7.13
72 1277 1249 1011  9.18| 1227 11.01 1012  7.82
78 1598 1478 1234 11.63| 1578 1374 11.09 10.86
84 | 1847 1698 1527 13.08| 1881 1648 1286 12.59
90 19.13  17.23  17.84 18.06| 1948 17.16 1721  17.26
96 1880 18.18 18.73 17.98| 1830 1821 18.09 18.23

R1 —Réplica 1, R2 — Réplica 2, C — Controle, D/2 — metade da DL50, D — DL50 de
diazepam para coelho, 2D — o dobro da DL50.
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Diferencas significativas entre os tratamentos foram observadas nas duas réplicas
montadas: R1 (F = 32,87; p = 0,0001) e R2 (F = 35,86; p = 0,0001) e por meio de
comparacdo multipla, pode-se observar que quanto maior a dose utilizada do ansiolitico,
maior a chance de se diferenciar do controle (Tabela 2). Tendo em vista que os
tratamentos D e 2D, nas duas réplicas realizadas, se diferenciaram do controle, assim a
presenca do Diazepam no substrato alimentar alterou o padrdo de desenvolvimento
larval de M. domestica, diminuindo o ganho de massa por tempo principalmente no

periodo de mais rdpido crescimento (Figura 2 e Tabela 1).

TABELA 2. Andlise estatistica dos tratamentos nas réplicas por meio de
comparac¢do multipla de Duncan. Letras diferentes indicam diferengas significantes na
massa dos individuos entre os tratamentos.

Réplicas
Tratamento | R1 R2
C A A
D/2 A B
D B C
2D C C

R1 —réplica (dieta) 1, R2 — réplica (dieta) 2

Estas respostas foram causadas provavelmente pela acdo do Diazepam sobre o
metabolismo deste inseto, alterando a atividade metabdlica larval e conseqiientemente o
ganho de massa por tempo. Tal variagdo no acréscimo de massa por tempo pode
também ser avaliada, observando-se a taxa de incremento nos diferentes tratamentos
feitos, obtida para o intervalo com maior ganho de massa por tempo (chamado de
periodo de mais rdpido crescimento larval). Assim, a Figura 3 a seguir, mostra como
este dado variou nos tratamentos observados. Para calculo desta taxa de incremento, foi
utilizada a taxa média de incremento de massa por periodo (6 horas) em relagdao a massa

final do periodo de mais rdpido crescimento (proposta por VON ZUBEN, 1995).
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Taxa média de incremento de massa por periodo (6
horas) em relacdao a massa final do periodo de mais
20.00 - rapido crescimento

18.00
16.00
14.00 4
12.00 4
10.00
8.00 4
6.00 -
4.00 4
2.00 1
0.00 -

11.61
11.76
11.36
12.17
11.49

11.11

——11.50

Taxa média de incremento

C D/2 D 2D v C D/2 D 2D '
Ri R2
Experimentos (Réplicas)

Figura 3. Taxa média de incremento de massa por periodo em relacdo a massa
final do periodo de mais rapido crescimento larval. Valores da média das taxas

de incremento e barra do desvio padrio. Tratamentos C (controle), D/2 (metade DL50
de Diazepam para coelho), D (DL50 coelho) e 2D (dobro DL50 coelho).

Pode-se observar que quando se aumenta a dose de Diazepam no substrato
alimentar, a taxa de incremento ndo se torna significativamente diferente entre os
tratamentos (Tabela 3), mas podem-se observar alteracOes no desvio padrdo entre os
tratamentos, principalmente comparando-se 2D com C e D/2. No entanto, como j4 foi
discutido, a andlise da massa individual nos diferentes tratamentos mostrou diferencga
significativa. Pode-se observar na Figura 2 e nas andlises estatisticas que o Diazepam
reduziu o ganho de massa nos tratamentos em comparacao ao controle, alterando assim,
o padrdo de desenvolvimento larval. Mas esta variacdo ndo foi observada nas taxas de
incremento que mostram o ganho de massa durante o periodo de mais rapido
crescimento; isto deve ter relagdo com o fato dos valores de taxa de incremento terem
sido obtidos em intervalos muito pequenos (6 em 6h).

Além disso, analisando o desvio padrdo na Figura 3 e as curvas dos tratamentos na
Figura 2 pode perceber também, que quando se aumenta a dose do benzodiazepinico,
maior € o desvio padrio obtido no periodo, e ha uma “ondulacdo” na curva de
desenvolvimento quando o Diazepam estd presente, diferentemente do observado no

tratamento controle. No controle, o periodo de mais rdpido crescimento apresenta taxas
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de desenvolvimento mais constantes (sem as ondulagdes), havendo uma maior
uniformidade no ganho de massa durante os intervalos analisados (6 h) (fato constatado
também pelo desvio padrdo menor). Assim, a presenca do Diazepam acarreta uma
maior irregularidade no ganho de massa, provavelmente ocasionada pela sensibilidade a
droga dos individuos analisados nas diferentes fases do desenvolvimento, o que causaria
uma maior variacdo na amostragem, que € visualizada nos desvios padrio e nas curvas
de desenvolvimento.

Esta diminui¢do na atividade talvez seja causada por mudancas fisiolégicas nas
larvas em fun¢do do benzodiazepinico presente no meio, tendo em vista sua provavel
atuacdo sobre o sistema GABAérgico deste inseto. Os benzodiazepinicos agem
interagindo com receptores de neurotransmissores inibitérios diretamente ativados pelo
GABA (GOODMAN & GILMAN, 2003). Neste caso, podem potencializar a a¢do dos
neurotransmissores GABA, atuando sobre os receptores GABA,4, ou seja, ocorre um
maior influxo de fons cloro para o neur6nio pds-sindptico, dificultando assim sua
despolarizacdo e conseqiientemente, causando uma diminuicdo da velocidade de
transmissao do impulso neural, o que deprime o sistema nervoso central (GOODMAN &
GILMAN, 2003; ROGAWSKI & LLOSCHER, 2004).

Os benzodiazepinicos, entre eles o Diazepam, t€m efeito sobre o sistema nervoso
central, podendo causar em humanos: sedacdo, hipnose, diminui¢do da ansiedade,
relaxamento muscular, amnésia anterégrada e atividade anticonvulsivante, além de
vasodilatacdo corondria e bloqueio neuromuscular em doses muito altas (GOODMAN &
GILMAN, 2003).

Este modo de acdo dos benzodiazepinicos pode ter causado uma diminuicdo do
metabolismo larval de M. domestica e, conseqlientemente, uma menor atividade
dinamica do agregado larval em ambos os substratos alimentares, acarretando em um
menor ganho de massa por unidade de tempo, como é observado, principalmente, nas
curvas de desenvolvimento larval com doses maiores D e 2D, as quais se diferenciaram

significativamente do controle.
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Conclusoes

A presenca do Diazepam no substrato alimentar larval alterou o padrdo de
desenvolvimento larval de M. domestica, retardando o ganho de massa por tempo.
Assim, altera o tempo requerido para o desenvolvimento larval, podendo gerar erros na
estimativa do IPM, ao se utilizar técnicas/métodos entomoldgicos, sem levar em conta a
presenca desta droga. No entanto, sdao necessdrios também estudos para avaliar os
efeitos deste ansiolitico e de outras drogas no metabolismo, nas células e a nivel
molecular, para uma melhor compreensdo dos efeitos gerados no desenvolvimento

larval, em diferentes espécies de importancia forense.
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CAPITULO 4

Efeito do Diazepam na dispersdo larval pos-alimentar de

Chrysomya megacephala (F.) (Diptera: Calliphoridae).
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Resumo
As larvas de Chrysomya megacephala, apés a exaustdo dos recursos alimentares,
abandonam o substrato alimentar em busca de um sitio para pupagdo, processo chamado
de dispersao larval pds-alimentar. No entanto, a fonte alimentar larval pode estar
contaminada com substancias quimicas. Assim, utilizou-se no presente trabalho o
Diazepam (antidepressivo — Diazepam NQ 10mg - injetdvel), para avaliar o efeito no
comportamento de dispersao larval pds-alimentar de Chrysomya megacephala, pois esta
substancia pode interferir nos processos neuroldgicos, inibindo ou hiperativando os
neuro-transmissores, podendo causar mudancas fisiologicas (no desenvolvimento € no
comportamento), as quais t€ém importancia na estimativa do IPM (intervalo p6s-morte -
ciéncia forense). A dispersdo pds-alimentar larval foi analisada em quatro arenas
circulares (quatro tratamentos) preenchidas com areia, com didmetro de 30 cm e
profundidade de 10 cm. Os tratamentos em dieta artificial, foram: Controle, DL50 de
Diazepam para coelho (9mg/Kg), metade da DL50 - coelho e o dobro da DL50 —
coelho; ja no figado, apenas tratamento controle e DL50. O Diazepam foi colocado na
dieta artificial ou aplicado no coelho. As larvas que se desenvolveram nestes substratos
alimentares, ao atingirem o 3° instar, foram soltas no centro das arenas (100 larvas
liberadas em cada tratamento), e posteriormente, apds a formacao das pupas, os dados
referentes a profundidade e ao posicionamento de cada pupa na arena foram analisados.
Foi observado nos tratamentos com Diazepam, que a profundidade de enterramento e a
distancia das pupas do centro de irradiacdo foram menores que quando comparado a
arena controle. Tais variacdes na dispersdo foram provavelmente causadas por

mudancas sensoriais € motoras em virtude da droga utilizada.
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Introducao

As moscas-varejeiras do género Chrysomya (Familia: Calliphoridae) sdo
origindrias do Velho Mundo e Australasia (GUIMARAES et al., 1978, 1979) e tém grande
importancia médico-sanitdria (GUIMARAES et al., 1983; FURLANETTO et al., 1984;
ZUMPT, 1965) e forense por serem indicadoras de tempo de decomposi¢cdo de cadaveres
humanos (GOMES et al., 2003; VON ZUBEN et al., 1996; WELLS & GREENBERG, 1992). A
espécie C. megacephala foi recentemente introduzida no Brasil e descoberta na regido
sudeste na década de 70 (GUIMARAES et at., 1978; LAURENCE, 1981), e apresenta uma
grande importincia nos estudos forenses, por ser uma das espécies que primeiro chega
aos corpos em decomposicdo (GUIMARAES et al., 1978; LOPES DE CARVALHO &
LINHARES, 2001).

As moscas-varejeiras utilizam-se destes substratos discretos e efémeros (corpos
em decomposi¢do), para posturas dos ovos pelas fémeas e para alimentacdo das larvas
(HANSKI, 1987; PESCHKE et al., 1987), tendo assim importante papel da estimativa do
intervalo pés-morte (IPM) em humanos, que envolve a deducdo do intervalo de tempo
minimo e maximo entre a morte e a descoberta do corpo, dado de extrema importancia
nas investigacOes criminais (SMITH, 1986).

O estagio larval € o principal periodo em que ocorre limitacdo de recursos
alimentares em moscas-varejeiras (LOMINICKI, 1988), e a competi¢do por esses recursos
¢ geralmente do tipo exploratéria (REIS ef al., 1994), em que cada larva procura ingerir
o méaximo de alimento possivel, antes da completa exaustdo dos recursos (ULLYETT,
1950). Ap6s essa competicdo, as larvas comecam a procurar por um sitio de pupacdo no
habitat, ou por mais fonte de alimento adicional, no caso daquelas larvas que ndo
obtiveram o peso minimo para a pupagdo, e esse processo € denominado dispersdo
larval pds-alimentar (GREENBERG, 1990).

Alguns estudos de dispersao larval em califorideos vém sendo realizados desde os
trabalhos de GRENN (1951) e de NUORTEVA (1977), como o de GREENBERG (1990), e
outros envolvendo modelos, como os de dispersdo larval pds-alimentar em ambiente
restrito a uma unica dire¢io que se basearam em equacdes de difusdo (BASSANEZI et al.,
1997), analises estatisticas (GODOY et al., 1995; GODOY et al., 1996; VON ZUBEN et al.,

1996), sob o enfoque de interacdes ndo-locais (BOLDRINI et al., 1997), e através da
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andlise de dispersdo em arenas circulares para pupacdo (GOMES et al, 2002, 2003,
2005).

Além disso, estudos de dispersdo e outros que observem tipos de comportamentos
espaco-temporais, muito comuns em ecologia populacional, vém utilizando modelagens
fisico/matemaéticas e simulacdes de fendOmenos em sistemas complexos, para melhor
compreensdo e interpretacdo dos dados observados (TEWS et al., 2004; Z1iv, 1998),
tendo em vista a grande quantidade de varidveis envolvidas e a interacdo existente entre
as mesmas.

No entanto, ainda ndo existem trabalhos que observem o comportamento de
dispersdo larval e conseqiiente padrdo de distribuicao espacial nos sitios de pupagdo, de
individuos em contato com fontes alimentares e/ou substratos de pupacdo com
substincias quimicas (inseticidas ou drogas licitas ou ndo), as quais podem influenciar
neste € em outros comportamentos. Estas substancias quimicas podem interferir nos
processos  neurais, inibindo ou hiperativando os mensageiros quimicos
(neurotransmissores), causando mudangas fisioldgicas, no desenvolvimento € no
comportamento do organismo em contato com a mesma (OMOTO, 2000).

Na ciéncia forense, casos de mortes de pessoas por utilizacdo de drogas licitas ou
nao, direta ou indiretamente (ALUNNI-PERRET et al., 2003; CONACHER & WORKMAN,
1989; DE CHATEAU, 1990; POPE & KATZ, 1994) t€m dificultado a investigacdo por parte
dos peritos devido a acdo destas drogas na decomposicdo do corpo e no ritmo de
desenvolvimento de larvas de insetos necréfagos (CATTS, 1992; BOUREL et al., 2001,
GOFF et al., 1997; GOFF & LORD, 1994; O’ BRIEN & TURNER, 2004; PIEN et al., 2004;
SADLER et al., 1997).

Suicidios, mortes ou mudancas de comportamento em usudrios de
benzodiazepinicos (entre eles Diazepam), tém sido observados em vdrios estudos
(BERMAN et al. 2005; BOND, 1998; DIETCH & JENNINGS, 1988; GARDNER & COWDRY,
1985; HALL & ZISOOK, 1981; LESTER, 1995; SZARA & LUDFORD, 1980; WOODS, ef al.,
1992). Estudos que procuram observar também mudancas na concentra¢iao de Diazepam
em diferentes orgaos de rato, logo apds sua morte, vém sendo realizados (SHIOTA et al.,
2004), e sdo de extrema importincia para a ciéncia forense.

Dentre estes benzodiazepinicos, PIEN et al. (2004) observaram mudancas na

morfologia de larvas e pupas e na taxas de desenvolvimento larval em Calliphora
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vicina, utilizando a substincia nordiazepam. J4& CARVALHO et al. (2001) observaram que
Diazepam acelera o desenvolvimento larval em C. albiceps e C. putoria.

A estimativa do IPM constitui-se em um dos aspectos mais importantes em
estudos de medicina legal (SMITH, 1986), sendo que a ndao consideracdo da dispersdo
poOs-alimentar poderia prejudicar seriamente a estimativa da mesma (GOMES et al.,
2002, 2003; VON ZUBEN et al., 1998). No entanto, estudos que observem os efeitos na
dispersao larval pos alimentar destes dipteros, de substancias quimicas presentes tanto
na fonte alimentar como no substrato de pupac¢do, nao t€m sido relatados. Assim, o
objetivo deste estudo € avaliar o efeito do Diazepam (Benzodiazepinico) no padrdo de
comportamento de dispersdao larval pos-alimentar de C. megacephala em arenas

circulares.

Material e Métodos

Coleta e manutencio dos espécimes sob condicdes experimentais

Exemplares adultos de C. megacephala foram coletados no Instituto de
Biociéncias da UNESP, em Rio Claro, SP. Foi utilizada como isca, matéria organica de
origem animal em decomposi¢do, e os exemplares coletados foram mantidos em gaiolas
teladas em sala climatizada a 27+1°C e fotoperiodo de 12hs.

A alimentacdo oferecida aos adultos foi de acucar, dgua e figado bovino, sendo
este dltimo destinado para o fornecimento protéico necessario para o desenvolvimento
ovariano das fémeas adultas (LINHARES, 1988). Carne bovina moida foi usada como
substrato para postura pelas fémeas gravidas (parentais); estes ovos foram utilizados
para producdo de geracdo Fj, e somente a geracdo F, foi empregada nos experimentos.

Como substratos alimentares para desenvolvimento larval da espécie estudada,
foram utilizados: meio artificial, a base de leite em po, 4gar, levedura de cerveja,
nipagin e caseina, preparado de acordo com LEAL et al. (1982), e figado de coelho,
objetivando uma comparagdo com os resultados obtidos na dieta artificial.

Os ovos destas espécies foram depositados pelas fémeas (F;) em macerado de
carne moida, sendo que imediatamente apds a oviposi¢do, os ovos foram separados e
mantidos em BOD (temperatura de 27+1°C e fotoperiodo de 12 h) até a eclosdo das
larvas, para a formacdo das densidades larvais. Foram formadas densidades de 400

larvas por pote, sendo feitos trés experimentos (trés réplicas) com substrato alimentar
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dieta artificial e dois experimentos para figado de coelho. Apds a eclosdo, as larvas
foram colocadas em potes contendo dieta artificial (LEAL et al., 1982) (400 larvas em
125 gramas de dieta — 0,31g/larva) ou figado de coelho (200 larvas em — 58,58 + 4,99 g
de figado) como substrato alimentar, para desenvolvimento das larvas. Foram utilizados
oito coelhos machos (obtidos no Biotério Central da Unesp - Botucatu — SP) com massa
média de 1,682 Kg + 141 g, os quais foram mortos mecanicamente para a obten¢do do
figado, apds o tratamento utilizado (controle — sem Diazepam e DL50 - tratados com
Diazepam).

Ap6s o desenvolvimento larval que durou aproximadamente 84h, foram separadas
em torno de 100 larvas junto com o substrato alimentar, que foram depositadas no
centro de uma arena circular de 30 cm de didmetro e de 10 cm de profundidade forrada
com areia [aproximadamente 7 dm’] (Figura 1), na qual as larvas irradiaram para buscar
seu sitio de pupacgdo. Estas arenas foram colocadas em salas com temperatura variando

entre 25°C e 27°C, com fotoperiodo de 24 h, ou seja, luz total.

FIGURA 1. Esquema e foto das arenas utilizadas para estudo da dispersao larval pos-
alimentar.

A areia utilizada no experimento foi previamente lavada em 4gua corrente, para
retirada de qualquer substancia quimica presente na mesma, € peneirada para que
ficasse mais homogénea no tamanho de seus graos (didmetro dos graos era menor que 1
mm), e posteriormente armazenada para ser utilizada na montagem das arenas. Foram
montadas quatro arenas para andlise da dispersdo em dieta artificial, sendo uma

controle, uma com a DL50 do organismo-teste (coelho) (D), uma com dosagem o dobro
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da DL50 (2D) e outra com metade da dosagem DL50 (D/2). J4 para o figado de coelho,
foram montadas duas arenas: Controle (C) e DL50 — coelho (D).

O volume de areia colocado nas arenas recebia 800 mL de dgua antes de se montar
as arenas e iniciar a dispersdo, pois este substrato, se totalmente seco, impossibilitava
que as larvas conseguissem se enterrar, causando a morte das mesmas. Assim, através
de experimentos piloto, ficou definido este valor em volume de 4gua necessdrio para
umedecer o substrato. A Tabela 1 abaixo mostra a metodologia empregada nas arenas

de dispersao.

TABELA 1. Metodologia utilizada no substrato alimentar nas arenas de dispersao.

De'tjl?artnal:‘n?j‘latg do Substrato alimentar larval
Controle 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Sem tratamento
D/2 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Adicao de diazepam (112,5uL) na dieta (1259)
D 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Adicao de diazepam (225pL) na dieta (1259)
2D 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Adicao de diazepam (450pL) na dieta (1259)
Figado Controle Figado de coelho (58,58 + 4,99 g) | Aplicacdo de 3,02 mL* de solucéo veiculo
Figado Diazepam Figado de coelho (58,58 + 4,99 g) | Aplicagéo de 3,02 mL* de Diazepam NQ 10mg

* volume “exemplo” calculado de acordo com a massa média dos animais utilizados.

Dados que foram obtidos na analise das arenas.

ApOs as larvas empuparem, elas foram individualmente localizadas e retiradas da
areia, sendo medidas para cada uma, as coordenadas no eixo x,y e a profundidade (z) do
local de pupagdo em relacdo ao centro, com o auxilio de régua. Através dos dados de
coordenada foram obtidas a distancia de cada pupa do centro de irradiacdo e a distancia
xyz, como pode ser observado na Figura 1. A contagem comecou da periferia para o
centro.

Por meio das coordenadas das pupas encontradas, foram feitos graficos de
densidade dos individuos de acordo com a distribuicio dos mesmos na arena, como
proposto por WORTON (1989), com ajuda do programa MATLAB 6.5.

Cada pupa foi individualizada em frascos de plastico e pesada em balanca
analitica da marca Ohaus®, antes que ocorresse a emergéncia dos adultos. Os dados de
peso foram anotados na mesma planilha dos outros dados, para futura andlise.

Apés a pesagem, cada pupa foi devolvida ao seu respectivo frasco, para apds a

emergéncia ser feita a sexagem dos adultos. Também foi observado o ndmero de
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individuos mortos nos diferentes tratamentos (doses de Diazepam e controle), por meio
do niimero de larvas mortas no substrato de pupac@o ou mortalidade no estagio de pupa,

no qual, passados vdrios dias, ndo houve a emergéncia do adulto.

Droga utilizada, suas disposicoes e dosagens.

Foi utilizado o Diazepam (grupo quimico: Benzodiazepinico) (ansiolitico -
Diazepam NQ 10mg - solu¢io injetdvel - LABORATORIO NOVAQUIMICA - ampolas de 2
mL), por causa de sua importancia forense, ja que estd presente em casos de morte de
pessoas com necessidade de administragdo médica desta droga (BERMAN et al., 2005;
BoND, 1998; DIETCH & JENNINGS, 1988; GARDNER & COWDRY, 1985; LESTER, 1995;
HALL & ZI1SOOK, 1981; SZARA & LUDFORD, 1980).

O Diazepam atua no sistema nervoso e apesar de ser muito estudado nos seres
humanos, ainda necessita de mais investigacdes para melhor compreensdo de sua
atuacdo neural (ROGAWSKI & LOSCHER, 2004). Cabe aqui salientar que estudos sobre o
efeito desta substancia em insetos sao escassos.

Os individuos utilizados nos diferentes tratamentos tiveram como fonte alimentar
a dieta artificial proposta por LEAL et al. (1982), a qual possui fontes de proteinas e
carboidratos que sdo necessdrias para o desenvolvimento destas larvas de dipteros; ou
figado de coelho, animal modelo em muitos estudos cientificos e forenses (DE LETTER
et al., 2002).

Assim, o benzodiazepinico foi colocado na dieta artificial (LEAL et al., 1982) e/ou
injetado no coelho, substancia que pode estar presente no corpo da vitima (caddver) em
investigacoes médico-criminais. As doses do ansiolitico (Diazepam) utilizadas nos
tratamentos foram a DL50 (intravenosa) do animal-teste (coelho), ou seja, 9 mg/Kg
(NIOSH, 2004). Foram utilizadas trés dosagens no meio artificial: DL50 — coelho =
9mg/Kg, doses com metade da utilizada DL50 (D/2) e doses de duas vezes a DL50
utilizada (2D), sendo que o controle ndo foi adicionado nada a mais do que o presente
na dieta de LEAL et al. (1982).

A aplicacdo do Diazepam no animal-teste foi feita por meio de seringas de vidro
de 3 mL, sendo injetado na veia marginal da orelha do animal o volume correspondente
ao seu peso em relagdo a DL50 (9 mg/Kg — intervalo de tempo da administracdo: de 2 a

5 minutos). Os animais foram mortos mecanicamente apos 45 minutos da administraciao
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intravenosa. Para esta andlise do desenvolvimento em figado de coelho, foram feitos

apenas dois tratamentos: controle (injetado volume do veiculo) e DL50 (Diazepam).

Anadlise estatistica e utilizacao de ferramentas computacionais.

Andlise de variancia (ANOVA) e testes de comparacdo multipla de Bonferroni
foram utilizados comparando as médias de profundidade, de distincia e massa dos
tratamentos realizados, utilizando nivel de significancia de 5%.

Por meio das coordenadas das pupas encontradas, foram feitos graficos de
densidade dos individuos de acordo com a distribui¢do dos individuos na arena, como
proposto por WORTON (1989); e calculada a média da distancia minima entre as pupas e
a média da minima distancia entre as pupas, nos diferentes tratamentos (doses) e
substratos alimentares. As ferramentas utilizadas na melhor interpretacdo dos dados
obtidos foram feitas com ajuda do programa MATLAB® 6.5, sendo obtidos graficos e

valores necessdrios para interpretacdo dos resultados.

Resultados e discussao

A andlise do efeito do Diazepam na dispersdo larval pds-alimentar de C.
megacephala pode ser feita pela observacdo da Tabela 2, a qual mostra a média dos
dados obtidos referentes as pupas (coordenadas, profundidade, distancia do centro de
irradiacdo, Distancia x,y,z e massa larval), de C. megacephala, nas réplicas realizadas, e

nos diferentes substratos alimentares e tratamentos.
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TABELA 2. Média de cada dado obtido da dispersdo de C. megacephala nas arenas. R1
—réplica 1, R2 — réplica 2 e R3 —réplica 3. D/2 — metade de D, D — DL50 de Diazepam
para coelho e 2D — dobro de D.

Dieta R1

Dieta R2

Dieta R3

Figado
Coelho

‘3 profundidade Distanciaxy  Distancia xyz Massa individuo
média X

(cm) (cm) (cm) (mg)
Controle -1,22 -1,29 6,54 8,86 11,49 55,1
D/2 0,65 0,18 6,31 9,17 11,45 51,7
D -0,88 1,24 6,35 8,75 11,21 55,1
2D -0,94 0,01 5,16 8,20 10,13 524
Controle | -0,55 -0,07 6,28 8,70 11,22 48,6
D/2 -1,17 1,30 6,83 7,65 10,76 49,9
D -1,43 1,16 5,52 8,44 10,47 51,6
2D -0,12 1,34 5,42 7,40 9,50 51,8
Controle | 0,21 2,32 6,15 7,54 10,03 55,5
D/2 0,14 0,94 5,80 6,96 9,54 59,5
D -0,79 0,46 6,01 6,70 9,46 56,4
2D -0,05  -1,53 5,12 6,93 9,13 59,8
Controle -0,16 1,05 5,96 9,15 11,29 59,8
D -0,79 -0,51 5,42 8,76 10,69 55,4

A andlise da varidvel dependente profundidade nas réplicas realizadas com meio
artificial ndo diferiram significativamente entre si (F = 1,73; p = 0,18), mas a distancia
foi significativamente diferente entre elas (F = 24,95; p = 2,51*10"”). Tal diferenca
obtida provavelmente se deve a réplica 3 (R3), no qual as médias de distancia xy
obtidas sdo menores que as obtidas em R1 e R2, como pode ser observada na Tabela 2.

Analisando os dados obtidos de profundidade nos diferentes tratamentos e réplicas
em dieta artificial, pode-se observar que o tratamento influenciou na profundidade (F =
11,57; p = 1,80%10") da localizacdo das pupas, ou seja, na localizacdo do sitio de
pupacdo, sendo que o controle possui a maior profundidade e esta vai diminuindo
quanto maior a dose de Diazepam utilizada (Tabela 2). Por meio da andlise de
comparacdo multipla, a média de profundidade do tratamento 2D € estatisticamente
diferente das demais; no entanto, as outras médias ndo sao significativamente diferentes
entre si (valores da média de profundidade de 2D menores que os outros tratamentos,
como pode ser observado na Tabela 2). A interacdo entre réplica x tratamento ndo
apresentou significancia (F = 1,91; p = 0,08) quando se analisa a profundidade, ou seja,

apenas o tratamento causou mudancas na profundidade das pupas encontradas.
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Ja analisando a varidvel dependente Distancia (xy) nos experimentos com dieta
artificial, pode-se observar também que o tratamento influenciou na distancia percorrida
pelas larvas (F = 2,78; p = 0,040), diminuindo a dispersdo do centro quanto maior a
dosagem utilizada (Tabela 2). No entanto, as réplicas se diferenciaram
significativamente (F = 24,95; p = 2,51*10'"). J4 a interacdo réplica x tratamento ndo
diferiu significativamente (F = 1,19; p = 0,31). Assim, o tratamento e a réplica atuaram
na variacao entre as distancias, mas o efeito de cada um parece que nao foi dependente
do outro. Na Tabela 2, vé-se que a réplica 1 (R1) teve as médias de distancia mais altas,
e a réplica 3, as mais baixas. Isso aconteceu para todos os tratamentos destas duas
réplicas. Quanto aos tratamentos, vé-se que em geral o Controle teve distancias em
média maiores, mas o teste de comparagdes multiplas constatou diferenca significativa
apenas entre o Controle e o tratamento 2D. Assim, apenas a dose 2D apresentou
diferenca significativa em relacdo a distancia (xy) de dispersao larval, como também foi
observado em relacdo a profundidade. Desta forma, a presenca de Diazepam causou
uma diminui¢do na distdncia e profundidade de escolha de um sitio para pupacio
comparado ao controle (sem a droga) (Tabela 2).

Desta forma, o ansiolitico presente no substrato de alimentacdo causou uma
mudanca do padrdo de dispersdo larval, conseqiiéncia de provaveis mudancgas
fisiologicas (metabdlicas e sensoriais) nas larvas presentes nestes tratamentos. Tal
mudanca metabdlica pdde ser observada no comportamento dindmico do agregado
larval dentro dos frascos, onde foi observada uma menor atividade dinidmica do
aglomerado larval. Esta menor atividade de deslocamento poderia ter se refletido
também no comportamento de dispersdo no substrato de pupacdo (fato discutido
anteriormente), nos tratamentos em que o ansiolitico (Diazepam) estava presente.

Esta modificacdo da atividade dindmica é provavelmente causada pelo modo de
atuacdo dos benzodiazepinicos no sistema nervoso (ROGAWSKI & LOSCHER, 2004),
acarretando  provavelmente uma diminuicdo da atividade metabdlica e
conseqiientemente na movimentacdo das larvas no substrato. O ansiolitico pode ter
afetado também o sistema sensorial larval, pois trata-se de uma substincia que funciona
como um neurotransmissor, a qual pode modificar o estado de equilibrio do sistema
nervoso, podendo assim afetar e alterar o padrdo de dispersdo larval com uma

diminui¢do da distancia percorrida pelas larvas.
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Tal padriao de dispersdo diferenciado também pode ser confirmado por meio da
andlise da Figura 6 (gréficos densidade / distribuicdo obtidos, como proposto por
WORTON, 1989), em que fica constatado que as larvas que se alimentaram de dieta ou
figado tratado com Diazepam se distribuiram mais préximas ao centro de dispersdo
((x,y);(0,0)). Os graficos do controle densidade/distribui¢ao e dispersido xy, comparados
com os tratamentos com o ansiolitico, apresentam picos mais “planos” ou drea das
curvas de nivel maiores, o que indica uma densidade de individuos mais distribuidos
nas arenas. J4 nos tratamentos com Diazepam, as pupas estdo mais proximas ao centro
de dispersdo, ou seja, picos maiores € dreas menores, como podem ser observados na
Figura 2, comparando-se os tratamentos nas réplicas (Figura 2A, 2B e 2C). As cores
presentes no grafico representam a grandeza da densidade (em relagdo ao numero de
pupas encontradas) de individuos distribuidos nas arenas, cores tendendo ao vermelho
indicam maior quantidade de individuos distribuidos em determinada regido da arena e

cores tendendo ao azul menor quantidade.
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FIGURA 2. Graficos de Distribui¢do/densidade e Dispersao x,y das pupas nas arenas nos diferentes tratamentos
de Diazepam em dieta artificial, nas trés réplicas . A - Andlise em 3 dimensdes da distribui¢do, B - Anélise da
base. R1 —réplica 1, R2 — réplica 2 e R3 —réplica 3. D/2 — metade de D, D — DL50 de Diazepam para coelho e 2D — dobro de D.
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O tipo de dieta utilizado no desenvolvimento larval deste diptero também causou
mudancas no padrao de dispersdo larval. Em relacdo a distancia (xy), pode se observar
que o efeito do tipo de substrato de alimentacdo larval (meio artificial ou figado de
coelho) (F = 10,44; p = 0,0013) e dos tratamentos (C e D) (F = 4,06; p = 0,043) sdo
significantes, ou seja, mudar do figado para o meio artificial tem influéncia na distancia
caminhada a partir do centro de dispersdo e mudar do tratamento C - controle para D-
Diazepam (DL50) (em figado) também tem influéncia na distancia. Como a interacao
substrato x tratamento nao foi significante (F = 0,0043; p = 0,95), concluimos que o
tratamento altera a distincia percorrida e o substrato alimentar também, mas de formas
independentes. O sexo das larvas também ndo mostrou ter influéncia na distancia
caminhada para todos os tratamentos, substratos alimentares e réplicas realizadas (F =
0,14; p = 0,87). Ja as interacdes ndo foram significativas quando se analisa a distancia:
substrato x tratamento (F = 0,0043; p = 0,95); substrato x sexo (F = 0,78; p = 0,46);
tratamento x sexo (F = 0,71; p = 0,49); substrato x tratamento x sexo (F = 0,31; p =
0,73).

Na Tabela 3 pode-se observar que, no tratamento C as larvas caminharam mais do
que as presentes nos experimentos correspondentes do tratamento D, ndo dependendo
do sexo nem do substrato alimentar. Analisando-se o substrato alimentar, pode observar
que as larvas que se desenvolveram no figado caminharam mais na busca de um sitio de
pupagdo comparando com o meio artificial, tanto no tratamento C quanto no D e para
ambos sexos. Tal variacdo pode estar relacionada a massa obtida nos diferentes

substratos alimentares e a densidade do agregado larval.

Tabela 3. Comparagdo entre as distancias Xy (cm) percorridas na dispersdo larval pds
alimentar de C. megacephala, nos diferentes tratamentos, sexo e substratos alimentares.

Tratamento Subs. Alimen. Sexo
Indet.* M F Total
Dieta 8.29 842 846 8.38
C Figado 8.99 938 9.17 9.15
Total 8.55 8.77 8.67 8.65
Dieta 8.19 750 791 7.96
D Figado 8.84 9.04 8.19 8.76
Total 8.41 8.16 8.01 8.25
Dieta 8.24 8.02 822 8.17
Total Figado 8.92 921 8.67 8.96
Total 8.48 849 837 845

Indet* - indeterminado devido a ndo emergéncia do adulto. M — macho, F — fémea. C — controle, D
— DL50 de Diazepam para coelho.
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Em relagdo a profundidade, assim como observado em relagdo a distancia, tanto o
tratamento (F = 7,20; p = 0,032) quanto o tipo de substrato (F = 4,63, p = 0,0074) foram
significantes. O sexo das larvas ndo mostrou ter influéncia na profundidade caminhada
para todos os tratamentos, substratos alimentares e réplicas realizadas (F = 0,41; p =
0,66), como observado para a distancia. As interacdes nio foram significativas quando
se analisa a profundidade: substrato x tratamento (F = 0,39; p = 0,53); substrato x sexo
(F =1,19; p = 0,31); tratamento x sexo (F = 0,32; p = 0,73); substrato x tratamento x
sexo (F =2,22; p =0,11). Ou seja, o tratamento e o substrato alteram a profundidade,
mas a forma com que alteram ndo sdo dependentes um do outro.

Os individuos submetidos ao tratamento controle escolheram seu sitio de pupagdo
mais profundamente que os individuos submetidos ao tratamento D, ndo importando o
sexo e o substrato alimentar (tabela 4). J4 a profundidade do sitio de pupacdo nas larvas
que se desenvolveram no figado foi geralmente menor que a observada nos tratamentos

com meio artificial, ndo importando o tratamento (C ou D), ou o sexo.

TABELA 4. Comparacdo entre as profundidades (cm) percorridas na dispersio
larval pés alimentar de C. megacephala, nos diferentes tratamentos, sexo e substratos
alimentares.

Tratamento Subs. Alimen. Sexo
Indet.* M F Total
Dieta 6.40 6.55 598 6.32
C Figado 5.82 579 649 596
Total 6.18 6.27 6.13 6.20
Dieta 6.02 5.87 593 5096
D Figado 5.15 591 527 542
Total 5.73 589 5.69 5.77
Dieta 6.19 6.26 596 6.15
Total Figado 5.49 585 5.87 5.69
Total 5.95 6.10 5.93 5.99
Indet* - indeterminado devido a ndo emergéncia do adulto.
M — macho, F — fémea. C - controle, D — DL50 de Diazepam para coelho.

Nas arenas em que as larvas receberam como substrato alimentar figado de coelho
(Tabela 2), pdde-se observar o mesmo resultado obtido nas arenas em que as larvas se
alimentaram de dieta, ou seja, a distncia e a profundidade percorrida pelas larvas em

contato com o benzodiazepinico foi menor que as observadas nas arenas controle.
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A Figura 3 mostra o padrao de dispersdo larval pos-alimentar de C. megacephala
em cada um dos tratamentos (controle e DL50 de coelho do Diazepam) em figado, por
meio de graficos de distribuicdo/densidade (WORTON, 1989) e dispersdo x,y. Assim
como observado no substrato alimentar, a presenga do Diazepam causou uma maior
densidade de individuos nas regides centrais (picos mais pronunciados) em comparacao
ao controle. Esta maior densidade de individuos nas regides mais centrais se refletiu na
menor média de distancia obtida, e discutida anteriormente, nos tratamentos em que o

Diazepam estava presente.

FIGURA 3. Grificos de Distribuicdo/densidade e Dispersdao x,y das pupas nas
arenas nos diferentes tratamentos de Diazepam em figado de coelho. A - Andlise em 3
dimensodes da distribui¢ao, B - Andlise da base.

Assim apesar dos substratos apresentarem semelhancas no efeito do ansiolitico
utilizado, pdde-se observar nas Tabelas 3 e 4, mudancas na média das varidveis obtidas
para andlise de dispersdao quando se compara tratamentos iguais e diferentes substratos

alimentares (meio artificial e figado de coelho), tal diferenca observada poderia ser
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causado pelo efeito da massa na dispersdo larval, como ja observado por GOMES et al.
(2006), onde foram relatadas correlagdes entre massa, distancia e profundidade em C.
megacephala e C. albiceps em diferentes condi¢cdes experimentais.

Com relacdo ao efeito da massa, vé-se que o substrato tem um efeito significante
(F = 13,85; p = 0,00021) e a interagdo entre o substrato e o tratamento também (F =
5,28; p = 0,0218). J4 o efeito do tratamento isolado é quase significante (F = 2,76; p =
0,097). Assim o efeito do tratamento na massa depende do substrato alimentar utilizado
e vice-versa, ou seja, dependendo o tratamento que eu utilizo o efeito sobre a massa sera
dependente do substrato alimentar.

Pode-se observar na Tabela 5, que a massa total nos tratamentos € praticamente a
mesma, por isso o efeito do tratamento ndo € significante, ao nivel de 5%. Ja o efeito do
substrato alimentar mostra que os individuos tratados com figado possuem maior massa
que os tratados com meio artificial; assim, a massa pode ter sido a responsavel pela

mudanga no padrdo de dispersao larval em diferentes substratos alimentares.

TABELA 5. Comparacdo entre as massas (mg) nos diferentes substratos
alimentares, tratamentos e sexo.
Tratamento Subs. Alimen. Sexo

Indet.* M F Total
Dieta 53.19 52.88 52.66 52.94
C Figado 59.97 60.89 57.77 59.78
Total 55.74 55.82 54.16 55.35
Dieta 56.16 52.29 5238 54.34
D Figado 55.74 55.98 53.83 55.38
Total 56.02 53.87 52.91 54.72
Dieta 54.79 52.63 52.54 53.61
Total Figado 57.87 58.46 5577 57.59
Total 55.88 54.93 53.59 55.04

Indet* - indeterminado devido a ndo emergéncia do adulto.

M — macho, F — fémea. C - controle, D — DL50 de Diazepam para coelho.

Além da escolha do sitio de pupagdo que pode ter sido influenciada pela massa das
larvas, a emergéncia e sobrevivéncia das pupas nas diferentes regides da arena
(profundidade e distancia) também podem ter sido afetadas pela massa dos individuos e
pela substincia quimica utilizada. Assim as Figuras 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 e 11 procuram

informar a preferéncia na escolha do sitio de pupagao e a sobrevivéncia nos diferentes
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tratamentos e porcdes da arena, e as Tabelas 6 e 7 mostram os valores da média das
varidveis observadas entre pupas com ou sem emergéncia de adultos.

Observando as Figura 4, 6, 8 e 10, as quais mostram a distribuicdo das pupas, em
que foi observada a emergéncia de adultos, em relacdo a profundidade e distancia do
centro de dispersao, pode—se perceber que quando se utiliza o substrato alimentar figado
de coelho, no tratamento C, hd menor variagdo nos valores de porcentagem de
sobrevivéncia tanto em relacdao a profundidade, como a distancia, com menores valores
de sobrevivéncia em profundidades e distancias intermedidrias (Figuras 4 e 6,
analisando o controle). Ja na dieta artificial, a sobrevivéncia foi maior nas regides mais
proximas a superficie e mais proximas ao centro de dispersao, diminuindo na medida
em que se aumentam a distancia e profundidade (Figuras 8 e 10). Estas variacdes podem
ter sido influenciadas por diversos fatores, desde o efeito do substrato, da massa das
larvas até mesmo de fatores presentes no meio de dispersdao, como umidade,
temperatura, as quais poderiam atuar sobre a escolha das larvas por meio da preferéncia
sensorial.

A preferéncia das pupas pode ser observada nas Figuras 5, 7, 9 e 11. Analisando-
se os substratos alimentares, comparando-se os controles, pode-se perceber uma
preferéncia no figado de se encontrar maior quantidade de pupas em maior
profundidade que na dieta (Figuras 5 e 9), o que j4 foi discutido anteriormente (Tabelas
2 e 4). Ja em relacdo a distancia, esta parece ndo ter variado muito com o susbtrato
alimentar, sendo que no figado pode-se perceber uma ligeira tendéncia a ficarem mais
distantes que nos experimentos com dieta artificial (Figuras 7 e 11), como foi observado
e discutido anteriormente também (Tabela 2 e 3).

Ja em relagdo aos diferentes tratamentos em um mesmo substrato alimentar, no
figado pode-se perceber que a porcentagem de emergéncia quando o Diazepam estava
presente, em relacdo a profundidade, tendeu a aumentar nas maiores profundidades e
diminuir nas pupas proximas a superficie (Figura 4), sendo que a preferéncia pela
escolha do sitio foi nas menores profundidades (Figura 5). Ja na dieta, a sobrevivéncia
comparada ao controle aumentou em D/2 e diminuiu em D e 2D, sendo que as pupas
proximas a superficie mantiveram a emergéncia de adultos parecida ao controle (Figura

8). No entanto, a preferéncia pela escolha do sitio em relacdo a profundidade, pareceu
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ser semelhante em D/2 e D, ja em 2D houve uma maior quantidade de pupas nas regioes
mais superficiais (Figura 9).

Ja em relagdo a distancia, o Diazepam no figado tendeu causar uma diminui¢do da
distancia na escolha do sitio de pupacdo (Figura 7); j4 a sobrevivéncia das larvas
diminuiu nas regides mais proximas a superficie (Figura 4) e aumentou um pouco nas
regides intermedidria de distancia (3-12 cm) do centro (Figura 6). Na dieta,
comparando-se ao controle, o Diazepam aumentou a sobrevivéncia das pupas em geral
no tratamento D/2 e diminuiu nos tratamentos D e 2D (Figura 10). Ja a preferéncia da
distdncia para escolha do sitio de pupacdo parece ndo ter sofrido mudancgas

significativas (Figura 11).
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FIGURA 4. Porcentagem de emergéncia de adultos das pupas encontradas nos
diferentes tratamentos e nos diferentes intervalos de profundidades (cm). Substrato
alimentar figado de coelho. C - controle, D — DL50 de Diazepam para coelho.
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FIGURA 5. Porcentagem de distribui¢io das pupas em diferentes intervalos de

profundidade (cm) nos diferentes tratamentos. Substrato alimentar figado de coelho. C -
controle, D — DL50 de Diazepam para coelho.
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FIGURA 6. Porcentagem de emergéncia de adultos das pupas encontradas nos
diferentes tratamentos e nos diferentes intervalos de distincia Xy (cm). Substrato
alimentar figado de coelho. C - controle, D — DL50 de Diazepam para coelho.
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FIGURA 7. Porcentagem de distribuicdo das pupas em diferentes intervalos de

distancia xy (cm) nos diferentes tratamentos. Substrato alimentar figado de coelho. C -
controle, D — DL50 de Diazepam para coelho.
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FIGURA 8. Porcentagem de emergéncia de adultos das pupas encontradas nos
diferentes tratamentos e nos diferentes intervalos de profundidades (cm). Substrato

alimentar dieta artificial. C — controle, D/2 — metade da dose D, D — DL50 de Diazepam para coelho
e 2D — dobro da dose D.
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FIGURA 9. Porcentagem de distribui¢do das pupas em diferentes intervalos de

profundidade (cm) nos diferentes tratamentos. Substrato alimentar dieta artificial. C -
controle, D/2 — metade da dose D, D — DL50 de Diazepam para coelho e 2D — dobro da dose D.
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FIGURA 10. Porcentagem de sobrevivéncia (emergéncia de adultos) de pupas
encontradas nos diferentes tratamentos e nos diferentes intervalos de distincia xy (cm).

Substrato alimentar dieta artificial. C — controle, D/2 — metade da dose D, D — DL50 de Diazepam
para coelho e 2D — dobro da dose D.
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FIGURA 11. Porcentagem de distribuicdo das pupas em diferentes intervalos de

distancia xy (cm) nos diferentes tratamentos. Substrato alimentar dieta artificial. C -
controle, D/2 — metade da dose D, D — DL50 de Diazepam para coelho e 2D — dobro da dose D.

Observando as Tabelas 6 e 7, pdde-se perceber que a presenca de Diazepam em
altas dosagens no substrato de alimentacdo larval, reduziu os valores de todas as
varidveis observadas nao importando o grupo de pupas analisado, ou seja, pupas em que

houve (Tabela 6) ou ndo a emergéncia do adulto (Tabela 7).

TABELA 6. Média e desvio padrdo da distancia, profundidade e massa das pupas
em que houve emergéncia do adulto de C. megacephala, nos diferentes tratamentos e
substratos alimentares.

Média das pupas em que houve emergéncia de adultos
Desvio padrio entre parénteses.
Tratamento Profundidade (cm) Distancia xy (cm) Massa (mg)
3 C 6.08 (2.29) 9.29 (3.49) 59.6 (9.56)
Figado
D 5.64 (2.54) 8.68 (3.31) 55.1 (9.61)
C 6.27 (2.43) 8.44 (3.59) 52.8 (7.85)
Meio D/2 6.42 (2.28) 8.10 (3.32) 51.6 (7.11)
artificial D 5.90 (2.40) 7.70 (3.30) 52.3 (7.54)
2D 5.31 (2.56) 7.55 (3.61) 51.1 (9.47)

C — controle, D/2 — metade da dose D, D — DL50 de Diazepam para coelho e 2D — dobro da dose D.
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TABELA 7. Média e desvio padrdo da distincia, profundidade e massa das pupas
em que ndo houve emergéncia do adulto de C. megacephala, no diferentes tratamentos e
substratos alimentares.

Média das pupas em que ndo houve emergéncia de adultos
Desvio padrdo entre parénteses.
Tratamento Profundidade (cm) Distancia xy (cm) Massa (mg)
C 5.82 (2.16) 8.99 (3.21) 59.97 (8.09)
Figado

D 5.15 (2.52) 8.84 (3.75) 55.74 (8.44)

C 6.40 (2.50) 8.29 (3.28) 53.19 (7.59)

D/2 6.14 (2.64) 7.74 (3.87) 52.44 (7.28)

Meio artificial

D 6.02 (2.59) 8.19 (3.30) 53.51 (7.11)

2D 5.11 (2.69) 7.50 (3.41) 51.10 (8.83)

C — controle, D/2 — metade da dose D, D — DL50 de Diazepam para coelho e 2D — dobro da dose D.

Um outro fator que poderia atuar sobre a dispersdo larval e escolha do sitio de
pupacao € o efeito da vizinhanca sobre as pupas. BOLDRINI et al. (1997) analisaram a
dispersdo larval pds-alimentar de moscas varejeiras por meio de modelos matemaéticos e
observaram que o efeito da vizinhanga influencia a escolha do local de pupacdo,
principalmente de C. megacephala e C. putoria. Desta forma, a escolha do sitio de
pupacdo pode ser influenciada pela localizacdo de pupas préximas. No entanto, as
presencas de substancias quimicas em contato com as larvas poderiam influenciar a
percepcao da vizinhanga e assim modificar a distincia entre pupas vizinhas.

Foram também obtidos valores para cada arena de dispersdo, da média da
distincia entre as pupas e da média da distincia minima entre pupas para avaliacdo de
provaveis mudangas na escolha do sitio de pupacdo e do efeito da vizinhanga pelas
interacdes ndo locais.

A Figura 12 mostra a distribuicdo da distdncia minima entre pupas mais
proximas nos diferentes tratamentos e a Tabela 8, a média da distancia entre pupas e a
média da distdncia minima entre pupas e a respectivos valores de varidncia. Os
tratamentos ndo se diferenciaram entre si, observando-se a distincia minima entre as
pupas em todas as réplicas e substratos alimentares (R1: F = 0,1607; p = 0,9222; R2: F
= 0.6874; p = 0.5638; R3: F = 0.4575; p = 0.7163; Dieta: F = 0.3861; p = 0.7665;
Figado: F=1.0711; p = 0.3020).
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TABELA 8. Média e variancia da distancia entre pupas e da distdncia minima entre

pupas.
Média da Distancia Média das Distancias
entre pupas Variancia = minimas entre as pupas  Variancia
C 10.03 22.45 1.89 0.24
R1 D/2 11.46 26.3 2.68 0.45
D 8.77 20.59 1.8 0.23
2D 9.38 27.43 2.2 0.53
C 10.38 23.7 1.91 0.25
R2 D/2 10.64 24.16 2.38 0.37
D 9.25 19.6 1.94 0.22
2D 10.51 27.08 2.32 0.52
C 9.945 25.03 2.335 0.505
R3 D/2 9.845 25.588 2414 0.571
D 9.745 26.146 2.493 0.637
2D 9.645 26.704 2.572 0.703
F C 12.89 32.61 1.79 0.21
D 12.64 30.32 1.89 0.19

R1 - Réplica 1 (Dieta artificial), R2 — Réplica 2 (Dieta artificial), R3 — Réplica 3 (Dieta
artificial) e F — Desenvolvimento em Figado de coelho. C — controle, D/2 — metade da dose D, D — DL50
de Diazepam para coelho e 2D — dobro da dose D.
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FIGURA 12. Grifico mostrando a média e a variancia da minima distincia entre pupas

nas arenas em diferentes tratamentos e substratos alimentares. R1, R2 e R3 - Réplicas com
substrato alimentar meio artificial (Leal ef al, 1994); F — réplicas com substrato alimentar figado. C —
controle, D/2 — metade da dose D, D — DL50 de Diazepam para coelho e 2D — dobro da dose D.
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Assim, os tratamentos ndo se diferenciaram entre si quando analisamos a
distdncia minima, ou seja, apesar do volume de dispersdo (densidade) ser menor nos
tratamentos com Diazepam (Figuras 2 e 3) comparados ao controle, a distancia minima
entre pupas ndo foi diferente. Portanto, as larvas que tiveram contato com o
benzodiazepinico percorreram menor distancia e profundidade na escolha do sitio de
pupacdo em comparagdo ao controle, mas mesmo assim a distincia minima entre pupas
nao foi significativamente diferente nos diferentes tratamentos. Outro fator que pode
influenciar a distancia entre as pupas € o nimero de individuos encontrados nas arenas
nos diferentes tratamentos. Entretanto ndo foi observada grande variacio no nimero
final de pupas encontradas em nenhuma das réplicas feitas.

Para que a distancia minima seja semelhante em todos os tratamentos, mesmo
observando que as larvas em contato com Diazepam dispersaram-se menos que as do
tratamento controle, € necessdrio que ocorra picos de densidade em diferentes porcoes
das arenas, ou seja, assim como a presen¢a de uma pupa pode interferir na escolha do
sitio de pupacdo (BOLDRINI et al.,1997) a auséncia também interfira. Desta forma, a
presenca destes picos de densidade de pupas permite que mesmo dispersando mais
(maiores distancias e profundidades), a distancia minima seja parecida a observada nos
tratamentos com Diazepam onde a dispersdao foi menor (2D). Assim o processo de
escolha de um sitio de pupacgdo parece ter relacdo com a localiza¢do de outras pupas no
substrato atraindo e repelindo as larvas.

Nos tratamentos 2D, pode-se observar que a dispersao larval foi alterada
comparada ao controle, diminuindo a distancia e profundidade de escolha do sitio de
pupacgdo, mas pode se perceber também que a maior densidade de pupas nas arenas se
concentra proxima ao centro. No entanto, as larvas mais distantes parecem isoladas das
outras, o que acarreta em uma distancia minima maior devido a ndo aglomeracdo de
pupas em determinados locais das arenas. Assim, as larvas que tiveram contato com
Diazepam parecem ter sofrido influéncia na dindmica de movimentacao, diminuindo-a,
e na percepcao sensorial das larvas circunvizinhas, ndo sendo atraidas e nem repelidas.
Esta possivel forma de escolha do sitio de pupacdo e a localizacdo das pupas pode
explicar a ndo diferenca nas distincias minimas, mesmo diminuindo o volume de

dispersdo larval pelo efeito da droga no comportamento das larvas.
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Tal modificagdo no padrdo de dispersdo larval pode ter relagio com uma
diminui¢do na atividade dindmica do agregado larval causada por mudancas fisiologicas
nas larvas em fung¢do do benzodiazepinico presente no meio, tendo em vista sua
provavel atuagdo sobre o sistema GABAérgico C. megacephala. Os benzodiazepinicos
agem interagindo com receptores de neurotransmissores inibitérios diretamente ativados
pelo GABA (GOODMAN & GILMAN, 2003). Neste caso, podem potencializar a acdo dos
neurotransmissores GABA, atuando sobre os receptores GABA,, ou seja, ocorre um
maior influxo de fons cloro para o neur6nio pos-sindptico, dificultando assim sua
despolarizacdo e conseqiientemente, causando uma diminuicdo da velocidade de
transmissao do impulso neural, o que deprime o sistema nervoso central (GOODMAN &
GILMAN, 2003; ROGAWSKI & LOSCHER, 2004).

Em humanos, os benzodiazepinicos, entre eles o Diazepam, tém efeito sobre o
sistema nervoso central, podendo causar: sedacdo, hipnose, diminui¢cdo da ansiedade,
relaxamento muscular, amnésia anterégrada e atividade anticonvulsivante, além de
vasodilatacdo corondria e bloqueio neuromuscular em doses muito altas (GOODMAN &
GILMAN, 2003).

Este modo de acdo dos benzodiazepinicos pode ter causado uma diminui¢do do
metabolismo larval e conseqiientemente uma menor atividade dindmica do agregado
larval em ambos os substratos alimentares, acarretando uma alteracdo no
comportamento de dispersao larval pés-alimentar, como é observado na distribui¢c@o das
pupas nas arenas 2D, principalmente, as quais se diferenciaram significativamente do

controle.

Conclusoes
Os resultados do presente estudo mostraram que o Diazepam altera o padriao do
comportamento de dispersdo larval pés-alimentar de C. megacephala, diminuindo a
distancia e a profundidade na escolha do sitio de pupa¢do, quando comparado com o
controle.
Sado necessarios também mais estudos visando avaliar os efeitos deste ansiolitico
no metabolismo do inseto e também a nivel celular e molecular, para uma melhor
compreensdo dos efeitos gerados no comportamento de dispersao larval pds-alimentar.

Cabe aqui salientar que mais estudos com outras espécies de insetos de importancia
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forense e também com diferentes substancias e suas respectivas dosagens, fazem-se
necessdrios, para uma melhor compreensao do efeito de substdncias quimicas sobre

insetos importantes médico-criminais.
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CAPITULO 5

Efeito do Diazepam na dispersdo larval pos-alimentar de
Musca domestica (L.) (Diptera: Muscidae)
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Resumo
As larvas de Musca domestica, apds a exaustdo dos recursos alimentares, abandonam o
substrato alimentar em busca de um sitio para pupacdo, processo chamado de dispersao
larval pds-alimentar. No entanto, em ambiente natural, tanto a fonte alimentar larval
como o substrato de pupacdo podem estar contaminados com substancias quimicas.
Assim, foi utilizado Diazepam no substrato alimentar das larvas (antidepressivo —
Diazepam NQ 10mg - injetavel) para avaliar o efeito no comportamento de dispersao
larval pés-alimentar de Musca doemstica, pois esta substancia pode interferir nos
processos neuroldgicos, inibindo ou hiperativando os neuro-transmissores, podendo
causar mudancas fisiolégicas (no desenvolvimento e no comportamento), as quais t€ém
importancia na estimativa do IPM (intervalo pds-morte - entomologia forense). A
dispersdo pds-alimentar larval foi realizada em quatro arenas circulares (Controle, Dose
referéncia (DL50 coelho = 9mg/kg), metade da dose referéncia e o dobro da dose
referéncia - com réplicas) preenchidas com areia, com didmetro de 30 cm e
profundidade 10 cm. As larvas, ao atingirem o 3° instar, foram soltas no centro das
arenas (100 larvas liberadas em cada tratamento), e posteriormente, apds a formacao das
pupas, os dados referentes a profundidade e ao posicionamento de cada pupa na arena
foram analisados. Foi observado nos tratamentos com Diazepam, que a profundidade de
enterramento e a distancia das pupas do centro de irradiacdo foram alteradas, de forma
diferente nos diferentes tratamentos, quando comparadas ao tratamento controle. Tais
variacOoes na dispersdo foram provavelmente causadas por mudangas sensoriais €

motoras em virtude da droga utilizada.
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Introducao

A referéncia que € feita ao nome mosca doméstica refere-se a espécie conhecida
cientificamente como Musca domestica (Linnaeus), um diptero da familia Muscidae que
pode ser considerado uma mosca de distribui¢cdo cosmopolita, ndo ocorrendo apenas nas
regides drticas e antdrticas e em grande altitudes (MARICONI ef al., 1999).

Musca domestica é uma espécie altamente sinantropica e onivora, o que favorece
a sua dispersdao e distribuicio pelos continentes (MARICONI et al, 1999).
Conseqiientemente, tem uma grande relagdo com o ambiente humano (GREENBERG,
1971), sendo uma espécie bastante estudada e de importancia em vdarias areas de
pesquisa. Tem importancia médico/sanitdria, veterindria (MARCONDES, 2001) e na
ciéncia forense (BYRD & CASTNER, 2001; SMITH, 1986; SUKONTASON et al., 2004). Em
estudo realizado na Espanha por ARNALDOS et al. (2001), M. domestica teve uma
grande importancia entre os insetos necréfagos, sendo uma das primeiras espécies que
chegaram a carcacga nas primeiras horas do dia no verdo.

Na entomologia forense, o uso dos insetos pode ajudar os peritos a estimar o
intervalo p6s-morte (IPM), por meio do estudo do desenvolvimento larval de espécies
ou sucessao faunistica presente no caddver (SMITH, 1986). O IPM € uma estimativa de
extrema importancia nas investiga¢des criminais, podendo refutar ou aceitar um alibi de
um suspeito, e o uso dos insetos tem sido uma das melhores metodologias para esta
estimativa (CATTS & GOFF, 1992; SMITH, 1986). No entanto, alguns fatores podem
prejudicar a estimativa do IPM, dentre eles a presenca de substancias quimicas no
cadaver, como drogas licitas ou ndo (CATTS, 1992).

Os diferentes modos de acdo de drogas na decomposi¢ao do corpo e no ritmo de
desenvolvimento de larvas de insetos necréfagos, dentre eles moscas varejeiras, t€ém
dificultado a investigacdo por parte dos peritos na estimativa do IPM (BOUREL et al.,
2001; CATTS, 1992; GOFF & LORD, 1994; GOFF et al., 1997; O’ BRIEN & TURNER, 2004;
PIEN et al., 2004; SADLER et al., 1997). Casos de mortes de pessoas por utilizacdo de
drogas, licitas ou ndo, direta ou indiretamente sdo comumente relatados (ALUNNI-
PERRET et al., 2003; CONACHER & WORKMAN, 1989; DE CHATEAU, 1990; POPE & KATZ,
1994; WoODS, et al., 1992).
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Dentre estas drogas, mortes ou mudancas de comportamento em usudrios de
benzodiazepinicos (entre eles Diazepam), tém sido observados em vdrios estudos
(BERMAN et al. 2005; BOND, 1998; LESTER, 1995; DIETCH & JENNINGS, 1988;
GARDNER & COWDRY, 1985; HALL & ZISOOK, 1981; SZARA & LUDFORD, 1980;
WooDs, et al., 1992).

O efeito destas substincias sobre os insetos, atuando no seu metabolismo, vem
sendo estudado e tem se mostrado alteragdes na morfologia de larvas e pupas e na taxas
de desenvolvimento larval de diferentes espécies sob influéncia de diferentes drogas
(BOUREL et al., 2001; CATTS, 1992; CARVALHO et al, 2001; GOFF et al., 1997; GOFF &
LORD, 1994; O’ BRIEN & TURNER, 2004; PIEN et al., 2004; SADLER et al., 1995; Estes
estudos envolvem a entomotoxicologia (GOFF & LORD, 1994; INTRONA et al., 2001),
ciéncia que procura quantificar e analisar o efeito de diferentes drogas sobre os insetos e
também na sua taxa de desenvolvimento larval, que é de grande importancia numa
estimativa mais precisa do intervalo pés-morte (IPM).

A presenca de alguma substiancia quimica (drogas clinicas ou inseticidas) no
substrato de alimentacdo larval deste M. domestica pode atuar sobre os individuos
interferindo nos processos de transmissdo neural, inibindo ou ativando os mensageiros
quimicos, causando mudangas fisioldgicas, no desenvolvimento € no comportamento do
organismo em contato com a mesma (BECKEL et al., 2004; HAYNES, 1988; OMOTO,
2000). Mudancas estas que podem levar a uma sub - ou super - estimativa do IPM
(CATTS, 1992).

Este muscideo, apds alimentagdo larval, procura um sitio de pupacao no habitat,
ou por mais fonte de alimento adicional, no caso daquelas larvas que ndo obtiveram o
peso minimo para a pupacgdo, € esse processo € denominado dispersdo larval pds-
alimentar (GREENBERG, 1990), a qual deve ser considerada na estimativa do IPM, que
constitui-se em um dos aspectos mais importantes em estudos de medicina legal
(SMITH, 1986), sendo que a ndo consideragdo da dispersdo pds-alimentar pode
prejudicar seriamente esta estimativa (GOMES et al., 2003; VON ZUBEN et al., 1998).

Assim, caso as larvas, durante o desenvolvimento, tenham contato com alguma
substancia quimica, poderdo sofrer alteragdes no desenvolvimento e no comportamento

de dispersao larval, o que pode ter implica¢des na estimativa do IPM.
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Estudos que observem a dispersao larval de M. domestica, ndo sdo relatados. A
grande maioria de estudos de dispersdo larval com dipteros foi feita com Calliphoridae
(GRENN, 1951; NUORTEVA, 1977; GREENBERG, 1990; BOLDRINI ef al., 1997; GOMES et
al., 2002, 2003, 2005, 2006). No entanto, ainda ndo existem trabalhos que observem o
comportamento de dispersdo larval e conseqiliente padrao de distribuicdo espacial nos
sitios de pupacgdo, de individuos em contato com fontes alimentares e/ou substratos de
pupacdo com substancias quimicas (inseticidas ou drogas licitas ou ndo), as quais
podem influenciar neste € em outros comportamentos.

Assim, hd a necessidade de estudos que avaliem a presenca de diferentes
substancias quimicas no substrato alimentar e seus efeitos sobre as diferentes espécies,
para que se possam observar variagdes no comportamento de dispersao larval e permitir
uma melhor estimativa do IPM em investigacdes médico-criminais. Este trabalho visa
analisar o efeito do Diazepam no comportamento de dispersao larval pds-alimentar de

M. domestica.

Material e Métodos

Coleta e manutencao dos espécimes sob condi¢cées experimentais

Exemplares adultos de M. domestica foram coletados no Instituto de Biociéncias
da UNESP, em Rio Claro, SP. Foi utilizado como isca, matéria organica de origem
animal em decomposi¢do, e os exemplares coletados foram mantidos em gaiolas teladas
em sala climatizada a 27+1°C e fotoperiodo de 12hs.

Foram oferecidos aos adultos acucar, dgua e figado bovino, sendo este ultimo
destinado para o fornecimento protéico necessario para o desenvolvimento ovariano das
fémeas adultas (LINHARES, 1988). Carne bovina moida foi usada como substrato para
postura pelas fémeas gravidas (parentais); estes ovos foram utilizados para producdo da
geracdo F1, e somente a geracdo F2 foi empregada nos experimentos.

Como substrato alimentar para desenvolvimento larval da espécie estudada, foi
utilizado: meio artificial, a base de leite em p0, 4gar, levedura de cerveja, nipagin e
caseina, preparado de acordo com LEAL et al. (1982).

Os ovos foram depositados pelas fémeas (F;) em macerado de carne moida, sendo
que imediatamente apds a oviposi¢do, os ovos foram separados e mantidos em BOD

(temperatura de 27+1°C e fotoperiodo de 12 h) até a eclosdo das larvas, para a formagao
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das densidades larvais. Foram formadas densidades de 400 larvas por tratamento, sendo
feitos dois experimentos (duas réplicas), sendo que cada réplica era composto por
quatro frascos: trés frascos com doses diferentes de Diazepam e um tratamento controle.
Ap6s a eclosdo, as larvas foram colocadas em frascos contendo meio artificial (LEAL et
al., 1982) (400 larvas em 125 gramas de dieta — 0,31g/larva).

Ap6s o desenvolvimento larval que durou aproximadamente 84h, foram separadas
em torno de 100 larvas junto com o substrato alimentar, que foram depositadas no
centro de uma arena circular de 30 cm de diametro e de 10 cm de profundidade forradas
com areia [aproximadamente 7 dm’] (Figura 12), na qual as larvas irradiaram para
buscar seu sitio de pupagdo. As arenas montadas foram colocadas em salas com

temperatura variando entre 25°C e 27°C, com fotoperiodo de 24 h, ou seja, luz total.

FIGURA 1. Esquema e foto das arenas utilizadas para estudo da dispersdo larval pos-
alimentar.

A areia utilizada no experimento foi previamente lavada em 4gua corrente, para
retirada de qualquer substancia quimica presente na mesma e peneirada, para que
ficasse mais homogénea no tamanho de seus graos (didmetro dos graos era menor que 1
mm), e posteriormente armazenada para ser utilizada na montagem das arenas. Foram
montadas quatro arenas para andlise, sendo uma controle, uma com a DL50 do
organismo-teste (coelho) (D), uma com dosagem o dobro da “normal” (2D) e outra com
metade da dosagem “normal” (D/2).

O volume de areia colocado nas arenas recebia 800 mL de dgua antes de se montar
as arenas e iniciar a dispersao, pois este substrato, se totalmente seco, impossibilitava

que as larvas conseguissem se enterrar, causando a morte das mesmas. Assim, através
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de experimento piloto, ficou definido este valor em volume de 4gua necessario para
umedecer o substrato. A Tabela 1 a seguir mostra a metodologia empregada nos
substratos alimentares para desenvolvimento larval e nas arenas de dispersdo, apds as

larvas estarem prontas para dispersao.

TABELA 1. Metodologia utilizada nos substratos colocados nas arenas de dispersao.

De?&g;i%atg do Substrato alimentar larval
Controle 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Sem tratamento
D/2 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Adicéo de diazepam (112,5uL) na dieta (125g)
D 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Adicao de diazepam (225pL) na dieta (125g)
2D 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Adicao de diazepam (450pL) na dieta (125g)
Figado Controle Figado de coelho (58,58 + 4,99 g) | Aplicacédo de 3,02 mL* de solucéo veiculo
Figado Diazepam Figado de coelho (58,58 + 4,99 g) | Aplicacédo de 3,02 mL* de Diazepam NQ 10mg

* volume “exemplo” calculado de acordo com a massa média dos animais utilizados.

Dados que foram obtidos na analise das arenas.

ApOs as larvas empuparem, elas foram individualmente localizadas e retiradas da
areia, sendo medidas para cada uma as coordenadas no eixo x,y e a profundidade (z) do
local de pupacdo em relacdo ao centro, com o auxilio de régua. Através dos dados de
coordenada, foram obtidas a distancia de cada pupa do centro de irradiacio e a distancia
xyz, como pode ser observado na Figura 1. A contagem comecou da periferia para o
centro.

Por meio das coordenadas das pupas encontradas, foram feitos graficos de
densidade dos individuos de acordo com a distribuicdo dos individuos na arena, como
proposto por WORTON (1989), com ajuda do programa MATLAB 6.5.

Cada pupa foi individualizada em frascos de plastico e pesada em balanga
analitica da marca Ohaus, antes que ocorresse a emergéncia dos adultos. Os dados de
peso foram anotados na mesma planilha dos outros dados, para futura andlise.

Apds a pesagem, cada pupa foi devolvida ao seu respectivo frasco, para apds a
emergéncia ser feita a sexagem dos adultos. Também foi observado o nimero de
individuos mortos nas diferentes dosagens, espécies e drogas analisadas, ja que
substancias neurotoxicas e neurolépticas foram utilizadas. Neste caso, foi observado o
nimero de larvas mortas no substrato de pupac¢ao ou mortalidade no estdgio de pupa, no

qual, passados varios dias, ndo houve a emergéncia do adulto.
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Drogas utilizadas, suas disposicoes e dosagens.

Foi utilizado o Diazepam (grupo quimico: Benzodiazepinico) (ansiolitico -
Diazepam NQ 10mg - solu¢do injetdvel - LABORATORIO NOVAQUIMICA - ampolas de 2
mL), por causa de sua importancia forense, jd que estd presente em casos de morte de
pessoas com necessidade de administracdo médica desta droga (BERMAN et al., 2005;
BOND, 1998; LESTER, 1995; DIETCH & JENNINGS, 1988; GARDNER & COWDRY, 1985;
HALL & ZISOOK, 1981; SZARA & LUDFORD, 1980).

O Diazepam atua no sistema nervoso e apesar de ser muito estudado nos seres
humanos, ainda necessita de mais investigacOes para melhor compreensdo de sua
atuacdo neural (ROGAWSKI & LOSCHER, 2004). Cabe aqui salientar que estudos sobre o
efeito desta substincia em insetos sao escassos.

Os individuos utilizados nos diferentes tratamentos tiveram como fonte alimentar
a dieta artificial proposta por LEAL et al. (1982), a qual possui fontes de proteinas e
carboidratos que sdo necessdrias para o desenvolvimento destas larvas de dipteros; ou
figado de coelho, animal modelo em muitos estudos cientificos e forenses (DE LETTER
et al., 2002).

Assim, o benzodiazepinico foi colocado na dieta artificial (LEAL et al., 1982),
substancia que pode estar presente no corpo da vitima (caddver) em investigacdes
médico-criminais. As doses do ansiolitico (Diazepam) utilizadas nos tratamentos foram
a DL50 (intravenosa) do animal-teste (coelho), ou seja, 9 mg/Kg (NIOSH, 2004).
Foram utilizadas trés dosagens no meio artificial: DL50 — coelho = 9mg/Kg, doses com
metade da utilizada DL50 (D/2) e doses de duas vezes a DL50 utilizada (2D), sendo que
o controle ndo foi adicionado nada a mais do que o presente na dieta de Leal et al.

(1982).

Analise estatistica e utilizacao de ferramentas computacionais.

Andlise de variancia (ANOVA) e testes de comparacdo multipla de Bonferroni
foram utilizados comparando as médias de profundidade, de distincia e massa dos
tratamentos realizados, utilizando nivel de significancia de 5%.

Por meio das coordenadas das pupas encontradas, foram feitos graficos de
densidade dos individuos de acordo com a distribui¢ao dos individuos na arena, como

proposto por WORTON (1989); e calculada a média da distdncia minima entre as pupas e
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a média da minima distdncia entre as pupas, nos diferentes tratamentos (doses) e
substratos alimentares. Estas ferramentas utilizadas na melhor interpretacdo dos dados
obtidos foram feitas com ajuda do programa MATLAB® 6.5, tal andlise era imediata e

foram obtidos gréaficos e valores necessdrios para interpretacdo dos resultados.

Resultados e Discussao

Apés a andlise do efeito de Diazepam na dispersdo larval pds-alimentar de M.
domestica, foi observado que as pupas encontradas nos diferentes tratamentos revelaram
mudancas no padrdo de dispersdo larval pds-alimentar (profundidade e distancia) e
diferencas nas médias de algumas varidveis analisadas, como o massa.

A Tabela 2 mostra a média das varidveis obtidas (coordenadas xy, profundidade,
distancia e distancia xyz) da distribuicio das pupas encontradas nos diferentes

tratamentos.

TABELA 2. Média de cada dado obtido da dispersdo de M. domestica nas arenas. R1 —
réplica 1 e R2 — réplica 2.

Media X y proflz::;l)d ade dls(:::)c 1a dlsta(:;g:z);l X¥Y2  Massa individuo (mg)

Controle 0,18 1,65 6,01 6,69 9,53 23,9
D/2 0,59 -0,27 6,21 7,63 10,31 20,3

D 0,71 -0,06 6,58 5,48 9,13 20,2

2D 0,09 0,38 5,28 5,76 8,10 21,6
Controle -0,91 1,47 6,18 7,12 9,84 23,1
D/2 -0,40 0,99 6,12 7,23 9,90 20,0

D 0,16 0,47 6,02 5,96 9,01 20,2

2D -0,36 1,05 4,79 6,33 8,30 20,0

A andlise estatistica utilizando a varidvel dependente profundidade mostrou haver
diferencas somente entre os tratamentos (F = 6,8972; p = 0,00014), sendo que as
réplicas (F = 1,4527; p = 0,2285) e a interacdo réplica x tratamento (F = 0,8325; p =
0,4762) nao se diferenciaram. Assim, a presenca do Diazepam no desenvolvimento
larval de M. domestica alterou a profundidade de escolha do sitio de pupagdo, sendo
que, por meio de testes de compara¢cdo multipla, o tratamento 2D € significativamente
diferente dos demais, mas os demais ndo podem ser considerados diferentes entre si.
Este tratamento 2D apresentou menor média de profundidade comparando-se aos outros
tratamentos nas duas réplicas realizadas. Assim, a presenca do ansiolitico durante o

desenvolvimento larval, nesta dose maior, parece ter causado uma alteracdo no padrao
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de dispersao larval deste muscideo, diminuindo a profundidade percorrida para escolha
do sitio de pupacao.

J4 quando se analisa a varidvel distancia, foram obtidas as mesmas diferencas
observadas na andlise da profundidade, ou seja, s6 houve diferenca entre os tratamentos
(F =6,2036; p = 0,00037), sendo que as réplicas (F = 1,8707; p = 0,1719) e a interagcdo
réplica x tratamento (F = 0,9029 p = 0,4393) ndo apresentaram diferencas. Diferente do
observado na andlise da profundidade, o Diazepam alterou o padrao de dispersao larval
de forma significativa no tratamento D, o qual teve média significativamente menor que
os outros tratamentos. Além disso, o tratamento D/2 apresentou média de distancia
percorrida maior do que os demais.

Assim, a presenca de Diazepam provocou alteragdes no padrdo de dispersdo e
escolha do sitio de pupacdo pelas larvas de M. domestica, provavelmente atuando na
fisiologia larval, ou seja, no metabolismo € no comportamento, alterando de alguma
forma a percepcdo sensorial do meio. Um outro fator que pode alterar o padrdao de
dispersdo deste muscideo € a massa, como observado e discutido na revisdo feita por
GOMES et al. (2006), em que foram relatadas correlacdes entre massa, distidncia e
profundidade atingidas por larvas de moscas em diferentes condi¢des experimentais.

A andlise da massa das pupas mostrou, assim como observado nas varidveis
distancia e profundidade, que s6 houve diferenca entre os tratamentos (F = 42,0077; p =
1.26.10’24), sendo que as réplicas (F = 0,0025; p = 0,9697) e a interacdo réplica x
tratamento (F = 1,5501 p = 0,2004) nao apresentaram diferencas. A média de massa das
pupas foi maior no controle (C) e menor no tratamento 2D; assim, as pupas encontradas
nos diferentes tratamentos, que se desenvolveram na presenca de doses maiores de
Diazepam, apresentaram menor média de massa comparando-se ao controle. A presenca
do ansiolitico diminuiu a massa das pupas encontradas, e alterou a profundidade e
distancia em alguns tratamentos, devido a sensibilidade das larvas a dose utilizada nas
réplicas.

Desta forma, pode-se observar que o comportamento de dispersdo larval pos-
alimentar de M. domestica foi alterado em virtude da presenca de Diazepam durante o
desenvolvimento larval, variacdo esta que pode ser melhor visualizada na Figura 2, a

qual mostra a variacdo na distribuicdo e numero de individuos nos diferentes
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tratamentos e réplicas, por meio de curvas de niveis, as quais representam a densidade

de individuos dispersos e encontrados nas arenas.

FIGURA 2. Gréficos de Distribui¢ao/densidade e Dispersao x,y das pupas nas arenas nos
diferentes tratamentos de Diazepam em dieta artificial. A - Andlise em 3 dimensdes da

distribuicao, B - Andlise da base. R1 - réplica 1 e R2 — réplica 2. D/2 — metade de D, D — DL50
de Diazepam para coelho e 2D — dobro de D.

O padrao de dispersdo dos individuos pode ser melhor visualizado na Figura 2,
onde a distribuicdo e a densidade dos tratamentos controle nas réplicas apresentaram

maior drea de distribuicao (bases mais largas) e uma menor variacao na densidade por
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area (picos menos pronunciados), comparados aos tratamentos com presenca do
Diazepam. Esta figura nos permite visualizar a varidvel distancia e a preferéncia da
distribui¢ao das pupas nos tratamentos. Pode-se constatar que o tratamento D foi o que
mais alterou a distribuicdo das pupas em relacdo a distdncia, pois apresenta bases
menores e picos mais pronunciados (Figura 2). Dado este confirmado anteriormente
pelas médias e estatistica. Assim, as diferentes doses de Diazepam causaram mudancas
em todas as varidveis obtidas e atuando na distribuicdo das pupas presentes nos
diferentes tratamentos.

No entanto, o nimero de pupas encontradas (Tabela 3) € visivelmente diferente
comparando-se alguns tratamentos e a densidade na regido central, local inicial da
dispersdo, quando se compara o controle com os tratamentos com Diazepam, os quais

apresentam picos mais pontiagudos (Figura 2).

TABELA 3. Porcentagem de adultos emergentes (machos e fémeas) em relacao as
100 larvas inicialmente em dispersao larval pds-alimentar.

Porcentagem de pupas encontradas, emergéncia de adultos e sexo.

Tratamento Adultos emergentes | Machos | Fémeas | Pupas encontradas
Controle 46.32 50.00 50.00 95.00
R1 D/2 51.67 45.16 54.84 60.00
D 55.95 36.17 63.83 84.00
2D 54.72 58.62 41.38 53.00
Controle 53.68 52.94 47.06 95.00
RO D/2 59.70 45.00 55.00 67.00
D 56.25 48.89 51.11 80.00
2D 54.24 59.38 40.63 59.00

Analisando a Tabela 3, pode-se observar que o aumento da dose de Diazepam
alterou o nimero de pupas encontradas, uma vez que muitas larvas ndo conseguiram
empupar, provavelmente devido ao efeito do Diazepam na massa destes individuos,
uma vez que existe um valor de massa minimo para que larva se transforme em pupa.
Foi observado que houve efeito significativo do tratamento na massa, ou seja, quanto
maior a dose de Diazepam, menor a massa da pupa encontrada, havendo uma relacao

assim com o nimero de pupas encontradas em cada tratamento (Tabela 3).
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Pode-se observar uma emergéncia de adultos de M. domestica em torno de 50%,
em todos os tratamentos, ou seja, apesar de muitas larvas ndo terem se transformado em
pupas nos tratamentos com Diazepam, as que empuparam tiveram uma porcentagem de
sobrevivéncia parecida a observada no controle. Desta forma, o ansiolitico parece nio
ter causado efeito a longo prazo nas larvas que tiveram contato com ele, uma vez que
estas larvas estavam em contato com a droga apenas durante a alimentacdo larval e ndo
durante o processo de dispersdo. Esta mortalidade pode ter sido causada por efeitos da
droga sobre a massa, como também manipulacdo das pupas e acondicionamento das
mesmas para emergéncia do adulto e sexagem.

No entanto, mudangas comportamentais nestas larvas em contato com a droga
foram observadas, pois houve diferencas na distribuicio das pupas nas arenas,
anteriormente discutido. Assim, para uma melhor interpretacio dos dados obtidos,
compreensdao do comportamento de dispersdo larval, escolha do sitio de pupacdo e
efeito do Diazepam no padrdo de dispersdo larval pds alimentar de M. domestica,
procurou-se analisar os diferentes tratamentos separando os individuos mortos dos
sobreviventes nas diferentes doses do ansiolitico, tentando relacionar com a escolha do
sitio de pupagdo e emergéncia ou ndo de adultos das pupas.

Observando as Figuras 3, 4, 5 e 6 e as Tabelas 4 e 5, pode-se avaliar a preferéncia
na distribuicdo das pupas encontradas e a porcentagem de sobrevivéncia (emergéncia
dos adultos) nas diferentes por¢des da arena nos diferentes tratamentos, avaliadas por
meio de dados de profundidade e distancia.

Observando a Figura 3, a qual mostra a distribui¢cao das pupas, onde foi observado
a emergéncia de adultos, em relacdo a profundidade do centro de dispersdo, pode—se
perceber um aumento na porcentagem de sobrevivéncia nos tratamentos com Diazepam,
provavelmente ocasionado pelo nimero de pupas encontradas, nas arenas, ou seja, as
que ndo morreram durante o estigio larval de dispersdo foram mais resistentes e
sobreviveram até se tornar adultas. No entanto, a viabilidade e fertilidade destes adultos

ndo foram analisadas.
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TABELA 4. Média e desvio padrdo da distancia, profundidade e massa das pupas
em que houve emergéncia do adulto de C. megacephala, no diferentes tratamentos e
substratos alimentares.

Média das pupas em que houve emergéncia de adultos
Desvio padrdo entre parénteses.
Tratamento Profundidade (cm) Distancia xy (cm) Massa (mg)
C 6.28 (2.51) 6.44 (3.41) 23.36 (3.09)
Dieta D/2 6.51 (2.34) 7.71 (3.82) 19.42 (2.29)
artificial D 6.10 (2.23) 5.46 (3.53) 20.27 (4.47)
2D 5.03 (2.58) 6.01 (4.08) 19.39 (3.26)

C — controle, D/2 — metade da dose D, D — DL50 de Diazepam para coelho e 2D — dobro da dose D.

TABELA 5. Média e desvio padrdo da distancia, profundidade e massa das pupas
em que nao houve emergéncia do adulto de C. megacephala, no diferentes tratamentos e
substratos alimentares.

Média das pupas em que nao houve emergéncia de adultos
Desvio padrdo entre parénteses.
Tratamento Profundidade (cm) Distancia xy (cm) Massa (mg)
C 5.93 (2.12) 7.29 (3.73) 23.63 (3.34)
Dieta D/2 5.82(2.52) 7.13 (3.17) 20.77 (4.31)
artificial D 6.52 (2.45) 6.01 (3.51) 20.10 (3.65)
2D 5.10 (2.51) 6.24 (4.07) 19.00 (2.41)

C — controle, D/2 — metade da dose D, D — DL50 de Diazepam para coelho e 2D — dobro da dose D.
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FIGURA 3. Porcentagem de emergéncia de adultos das pupas encontradas nos diferentes

tratamentos e nos diferentes intervalos de profundidades (cm). C - controle, D/2 — metade da
dose D, D — DL50 de Diazepam para coelho e 2D — dobro da dose D.
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FIGURA 4. Porcentagem de distribuicio das pupas em diferentes intervalos de

profundidade (cm) nos diferentes tratamentos. C — controle, D/2 — metade da dose D, D — DL50
de Diazepam para coelho e 2D — dobro da dose D.

Analisando a Figura 4, observa-se no tratamento C uma preferéncia de escolha
de sitio de pupagao, entre 4 a 8 cm de profundidade, mas em maior nimero entre 6-8cm,
j4 a maior porcentagem de sobrevivéncia no tratamento C foi na maior profundidade, de
8-10 cm (Figura 3). Poucas larvas foram encontradas nas por¢des mais superficiais das
arenas em todos os tratamentos, provavelmente por efeitos de fatores presentes no
substrato de pupacdo (umidade, temperatura, etc) e alta intensidade luminosa nesta
regido. Assim, a umidade e outros fatores poderiam influenciar de certa forma a escolha
do sitio de pupacao pelas larvas e a também na sobrevivéncia das pupas.

Os Tratamentos com Diazepam alteraram de certa forma a escolha do sitio de
pupagdo, principalmente quando se observa o tratamento 2D, sendo que a maior
quantidade de pupas (49,21%) foram encontradas entre 2 ¢ 4 cm de profundidade,
refletindo assim uma menor média de profundidade (Tabela 2) como observado e
discutido anteriormente. J4 nos outros tratamentos com o benzodiazepinico (D/2 e D),
nao foi observada tamanha variacdo em relacdo ao controle, da distribuicdo e
preferéncia na profundidade, sendo observado um ligeiro aumento na regido de 8-10 cm

e uma preferéncia no intervalo de 4-6 cm de profundidade.
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A sobrevivéncia das pupas e a preferéncia na escolha do sitio de pupacdo pelas

larvas em diferentes intervalos de distancia do centro da arena (paralela a superficie)

podem ser observadas nas Figuras 5 e 6.
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A preferéncia de escolha do sitio de pupacdo no tratamento C em relagdo a
distdncia apresentou intervalos préximos de porcentagem, sendo que a menor
quantidade de pupas foi encontrado no maior intervalo de distancia (12-15cm) (Figura
6). Ja a porcentagem de sobrevivéncia foi maior entre 3-6 cm de distancia, regido mais
central da arena (Figura 5), lembrando que poucos individuos foram encontrados
préximos a superficie. Ja os tratamentos com Diazepam se diferenciaram do controle,
sendo que em D/2, a distancia foi maior na preferéncia pela escolha do sitio de pupagao
(diminuiu a porcentagem de pupas na distancia de 0 a 3 cm em rela¢do ao controle), e
em D e 2D uma tendéncia de menor distancia percorrida (aumentando a porcentagem
nas menores distancias), comparando-se ao controle (C) (Figura 6). Fato este também
observado no tratamento 2D em relacdo a profundidade (Figura 4). Dados estes também
confirmados pela analise estatistica anteriormente discutida.

Ja a sobrevivéncia das pupas e emergéncia de adultos variou diferentemente entre
os tratamentos, sendo observado apenas que, nas maiores doses de Diazepam a
sobrevivéncia era maior e houve uma maior homogeneidade da porcentagem de
sobrevivéncia nos diferentes intervalos de distancia. Tais variacdes na sobrevivéncia das
pupas e emergéncia de adultos podem ter influéncia de algumas varidveis dentre elas: a
umidade do solo, perda de &4gua, influéncia da droga, manipulacdo das pupas e
acondicionamento delas. J4 as variagdes obtidas na escolha do sitio de pupacgdo, na
dispersdo larval podem sofrem influéncia da substincia utilizada (Diazepam), efeito do
agregado e nimero de individuos ou pupas encontrados.

Foi observado que o ansiolitico presente no substrato de alimentacao causou uma
mudanca do padrdo de dispersdo larval, conseqiiéncia de provaveis mudancgas
fisiol6gicas (metabdlicas e sensoriais) nas larvas presentes nestes tratamentos. Esta
modificacdo fisiolégica € provavelmente causada pelo modo de atuacdo dos
benzodiazepinicos no sistema nervoso (ROGAWSKI & LOSCHER, 2004), acarretando
provavelmente uma diminui¢do da atividade metabdlica e conseqiientemente na
movimentacdo das larvas no substrato. Outro componente que o ansiolitico pode ter
afetado € o sistema sensorial larval, pois se trata de uma substincia que funciona como
um neurotransmissor, a qual pode modificar o estado de equilibrio do sistema nervoso,
podendo assim, afetar e alterar o padrdo de dispersdo larval (diminuindo a distancia

percorrida).
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Outro fator que pode alterar a escolha do sitio de pupagdo e assim, influenciar a
dispersdo larval € o efeito da vizinhanga. BOLDRINI ef al. (1997) analisaram a dispersao
larval pés-alimentar de moscas varejeiras por meio de modelos matematicos e
observaram que o efeito da vizinhanca influencia a escolha do local de pupacdo,
principalmente de C. megacephala e C. putoria espécies introduzidas no Brasil.

Desta forma, a escolha do sitio de pupacdo tem influéncia da localizacdo de
pupas proximas. No entanto, as presencas de substancias quimicas em contato com as
larvas poderiam influenciar a percep¢do da vizinhanca e assim modificar a distancia
entre pupas vizinhas, devido principalmente ao efeito destas substincias na fisiologia e
comportamento destas larvas e na percep¢do sensorial do meio. Com isto, foram obtidos
valores para cada arena de dispersdo, da média da distancia entre as pupas e da média da
distdncia minima entre pupas (Tabela 6) para avaliacdo de provdveis mudancas na
escolha do sitio de pupacdo e do efeito da vizinhanca pelas interagdes nao locais. Na

Figura 7, pode se visualizar a variacdo das médias da minima distancia entre as pupas.

TABELA 6. Média e variincia da distancia entre pupas e da distancia minima entre pupas.

Média da Distincia A s Média das Distancia en s
Variancia .. Variancia
entre pupas minimas entre as pupas

C 10.03 22.45 1.89 0.24
R1 D/2 11.46 26.30 2.68 0.45

D 8.77 20.59 1.80 0.23

2D 9.38 27.43 2.20 0.53

C 10.38 23.70 1.91 0.25

D/2 10.64 241 2. 37
R2 / 0.6 6 38 0.3

D 9.25 19.60 1.94 0.22

2D 10.51 27.08 2.32 0.52

C - controle, D/2 — metade da dose D, D — DL50 de Diazepam para coelho e 2D — dobro da dose D.
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FIGURA 7. Grafico mostrando a média e a varidncia da minima distancia entre pupas

nas arenas em diferentes tratamentos (C, F/2, F e 2F). R1 e R2 — Réplicas. C — controle, D/2 —
metade da dose D, D — DL50 de Diazepam para coelho e 2D — dobro da dose D.

A andlise destes dados de distancia minima sofre influéncia do nimero de pupas,
da distancia e da profundidade em que as mesmas foram encontradas, tendo em vista
que os tratamentos causaram diferengas em todos estes dados observados (Tabela 2 e 3).
Podem-se observar diferencas significativas na média da distdncia minima entre os
tratamentos nas réplicas (R1: F =5,8510; p = 0,0010; R2: F = 3,2286; p = 0,0224). Por
meio de comparacdo multipla entre os tratamentos, em R1 o tratamento D/2 é diferente
de todos os demais e D € diferente de 2D, ja em R2 o tratamento C foi semelhante ao D
e, o D/2 semelhante a 2D. Os tratamentos foram diferentes entre si dependendo da
réplica analisada.

Analisando estes dados de distancia pode-se perceber que apesar das diferencas
entre as réplicas em relacdo a estatistica, os tratamentos D/2 se diferenciaram do
controle apresentando maiores médias de minima distancia entre as pupas. Foi
observado também neste tratamento que o nimero de pupas encontradas foi menor, nas

duas réplicas, que o obtido no controle. Sendo assim, um menor nimero de pupas na
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arena diminuiria a densidade de pupas por area, possibilitando assim, uma distancia
minima entre as pupas maior, o que foi observado na média deste tratamento. Fato este
também observado no tratamento 2D o qual apresentou valores de média de minima
distancia maiores ao controle e nimero de pupas encontradas menores ao controle.
Diferentemente do observado no tratamento D, o qual ndo se diferenciou do controle
nas duas réplicas, apesar de apresentar o nimero de pupas encontradas ligeiramente
menor ao controle (Tabela 3), sendo que nos tratamentos D/2 e 2D a diferenca era
maior.

Esta minima distdncia entre as pupas € influenciada pela profundidade e
distdncia percorrida pelas larvas; assim, quanto maior a distdncia Xyz maior seria a
possibilidade de apresentarem uma minima distincia entre pupas maior, no entanto
sabe-se que a influéncia da vizinhanca atua no comportamento de dispersdo de
califorideos como observado por BOLDRINI et al. (1997), fazendo com que a distancia
percorrida pelas larvas seja alterada com presenca de pupas e individuos na vizinhanca.

Foi observado que 2D apresentou a menor profundidade percorrida pelas larvas
diferenciando significativamente dos outros tratamentos, e também a menor distancia
xyz (Tabela 2) e menor nimero de pupas encontradas (semelhante a D/2 — Tabela 3), tal
padrdo de dispersdo, no entanto, apresentou valores de distdncia minima maiores que C
e D. Assim pode-se observar que apesar de ter percorrido pouca distancia na escolha do
sitio de pupag¢do, o nimero de pupas encontradas foi menor.

Ja o tratamento D apresentou a menor distancia, diferenciando
significativamente dos outros tratamentos, assim como D/2 apresentou a maior
distdncia. No entanto, avaliando a distancia xyz pode-se perceber comparando os
tratamentos, uma ordem decrescente no valor da distancia xyz (D/2 > C > D > 2D),
sendo que o tratamento D/2 apresentou maiores médias de distdncias minimas, ou seja,
apesar de possuir menor nimero de pupas encontradas (Tabela 3), em relagdo ao
controle, a dispersdo foi maior neste tratamento em relacdo a todos os outros. Tal
diferenca pode ter sido causada pela influéncia do Diazepam na locomog¢io e percepcao
sensorial do meio.

Ja o tratamento 2D foi o que apresentou menores valores de distancia xyz, no
entanto, a média da minima distancia entre pupas foi maior que o controle e que D,

provavelmente esta diferenca foi causada pela quantidade de pupas encontradas que foi
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a menor entre os tratamentos. J4 no tratamento D, o ndmero de pupas encontradas foi
bem maior que o observado em 2D (Tabela 3) e a média da minima distancia foi
semelhante ao controle.

Desta forma, o ansiolitico presente no substrato de alimentacdo causou uma
mudanca no padrdo de dispersdo larval, conseqiiéncia de provaveis mudancgas
fisiolgicas (metabdlicas e sensoriais) nas larvas presentes nestes tratamentos. Tal
mudanca metabdlica pdde ser observada no comportamento dindmico do agregado
larval dentro dos frascos, onde foi observada uma menor atividade dinidmica do
aglomerado larval nos tratamentos em que o ansiolitico (Diazepam) estava presente, que
pode ter tido reflexos no comportamento das larvas fora dos frascos, no substrato de
pupagio.

Esta modificacdo da atividade dinadmica € provavelmente causada pelo modo de
atuacdo dos benzodiazepinicos no sistema nervoso (ROGAWSKI & LOSCHER, 2004),
acarretando  provavelmente uma diminuicdo da atividade metabdlica e
conseqiientemente na movimentacdo das larvas no substrato. Outro componente que o
ansiolitico pode ter afetado € o sistema sensorial larval, pois se trata de uma substancia
que funciona como um neurotransmissor, a qual pode modificar o estado de equilibrio
do sistema nervoso, podendo assim, afetar e alterar o padrdo de dispersdo larval
(diminuindo a distancia percorrida nas maiores doses 2D ou aumentando nas menores

doses D/2).

Conclusoes
Os resultados do presente estudo mostraram que o Diazepam altera o padrao do
comportamento de dispersao larval pds-alimentar de M. domestica, alterando a distancia
e a profundidade na escolha do sitio de pupa¢do, quando comparado com o controle. O
tratamento D/2, com menor dose de Diazepam, causou aumento na distancia percorrida
pelas larvas para escolha do sitio de pupacao; ja nas doses maiores (D e 2D), a distancia
percorrida foi menor a obtida no controle; tal variacdo pode ter sofrido influéncia do
efeito da vizinhanca, da massa e alteracio sensorial nas diferentes doses de ansiolitico.
Sao necessarios também mais estudos visando avaliar os efeitos deste ansiolitico
no metabolismo, nas células e a nivel molecular para uma melhor compreensdo dos

efeitos gerados no comportamento de dispersdo larval pds-alimentar neste muscideo.
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Além de mais estudos com outras espécies de insetos de importancia forense com
diferentes drogas e doses, para uma melhor compreensdo do efeito de substincias

quimicas sobre 0s insetos.
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CAPITULO 6

Efeito do Fipronil na dispersao pds-alimentar larval de

Chrysomya megacephala (F) (Diptera: Calliphoridae).
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Resumo
Chrysomya megacephala tem grande importancia médico-sanitdria € na entomologia
forense por ser uma das espécies que primeiro chega a caddveres. Diversas formas de
controle desta espécie tém sido utilizadas, principalmente com o uso de inseticidas. As
larvas de C. megacephala, ap6s a exaustdo dos recursos alimentares, abandonam o
substrato alimentar em busca de um sitio para pupacdo, processo chamado de dispersao
larval pés-alimentar. No entanto, este substrato de pupagdo pode estar contaminado com
substancia quimica, a qual pode alterar o comportamento de dispersao larval. Assim, foi
utilizado Fipronil no substrato de pupacdo (inseticida - Regent 800 WG) para avaliar o
efeito no comportamento de dispersdo larval pos-alimentar de C. megacephala, pois
esta substancia pode interferir nos processos neuroldgicos, inibindo ou hiperativando os
neuro-transmissores, podendo causar mudancas fisiologicas (no desenvolvimento e no
comportamento), as quais t€m importancia na estimativa do IPM (intervalo pés-morte -
ciéncia forense). A dispersdao pds-alimentar larval foi realizada em 4 arenas circulares
(Controle, Dose de referéncia, metade da dose de referéncia e o dobro da dose de
referéncia - com réplicas) preenchidas com areia, com didmetro de 30 cm e
profundidade 10 cm. O Fipronil foi aplicado (spray) no substrato de dispersdo (areia),
na superficie da arena na dose de 2,5. 107 mg/cm2. As larvas ao atingirem o 3° instar,
foram soltas no centro das arenas (100 larvas liberadas em cada tratamento), e
posteriormente, apds a formagdo das pupas, os dados referentes a profundidade e ao
posicionamento de cada pupa na arena foram analisados. Foi observado nos tratamentos
com Fipronil, que a profundidade de enterramento e a distancia das pupas do centro de
irradiacdo foram alteradas, de forma diferente nos diferentes tratamentos e réplicas,

quando comparadas ao tratamento controle. As maiores doses de Fipronil causaram
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maiores mortalidades de larvas e pupas. A presenca do inseticida causou reducdo na
massa das pupas coletadas de forma que quanto maior a dose, maior a redu¢o na massa
destas pupas encontradas. Tais variacdes na dispersdao foram provavelmente causadas

por mudancas sensoriais € motoras nas larvas em virtude da droga utilizada.

Introducao

As moscas-varejeiras do género Chrysomya (Familia: Calliphoridae) t€ém grande
importancia médico-sanitdria por serem veiculadoras de enteropatdégenos tais como
virus, bactérias e helmintos (FURLANETTO et al., 1984), podendo causar miiases nos
animais ¢ homem (GUIMARAES et al., 1983; ZUMPT 1965). Varias formas de controle
destas moscas tém sido propostas, principalmente utilizando-se inseticidas, os quais
agem das mais diferentes formas. MATSUMURA (1985) classificou os inseticidas baseado
no seu modo de acdo em: (a) fisicos, (b) protoplasmaéticos, (c) inibidores metabdlicos,
(d) agonistas de hormonios, (e) estomacais e (f) neurotéxicos. Entretanto, o principal
alvo de acdo dos inseticidas tem sido o sistema nervoso, devido a alta eficécia e rapida
resposta que proporcionam no controle de pragas (CASIDA & QUISTAD, 1998; LUND,
1985; MATSUMURA, 1985; WARE, 1989).

Dentre estas moscas-varejeiras Chrysomya megacephala possui também
fundamental importancia na entomologia forense por ser uma das espécies que primeiro
chega aos corpos em decomposicio (GUIMARAES et al., 1978), e também por se
alimentar dos mesmos durante seu estagio larval, podendo assim indicar o intervalo pds-
morte (IPM), que envolve a dedu¢do do intervalo de tempo minimo e maximo entre a
morte e a descoberta do corpo (CATTS & GOFF, 1992), dado de extrema importancia nas
investigacdes criminais.

Esta mosca utiliza-se de substratos discretos e efémeros para posturas dos ovos
pelas fémeas e para alimentacdo das larvas (KAMAL, 1958; HANSKI, 1987; PESCHKE et
al., 1987; PUTMAN, 1977). O estigio larval € o principal periodo em que ocorre
limitagdo de recursos alimentares em moscas-varejeiras (LOMINICKI, 1988), e a
competicao por esses recursos € geralmente do tipo exploratoria (REIS ef al., 1994), em
que cada larva procura ingerir o maximo de alimento possivel, antes da completa

exaustdo dos recursos (ULLYETT, 1950). Apds essa competicdo, as larvas comecam a



Capitulo 6 - Fipronil e dispersdo lavval de (frysomya megacepfiala 1799

procurar por um sitio de pupacgao no habitat, ou por mais fonte de alimento adicional, no
caso daquelas larvas que nao obtiveram o peso minimo para a pupacao, € €Sse processo
€ denominado dispersao larval pos-alimentar (GREENBERG, 1990), a qual apresenta deve
ser considerada na estimativa do IPM (GOMES et al., 2003; VON ZUBEN et al., 1998).

Alguns estudos de dispersdo larval em califorideos vém sendo realizados desde os
trabalhos de GRENN (1951), de GREENBERG (1990), como o de NUORTEVA (1977), e
outros envolvendo modelos, como os de dispersdo larval pds-alimentar em ambiente
restrito a2 uma unica dire¢do que se basearam em equacdes de difusdo (BASSANEZI et al.,
1997), andlises estatisticas (GODOY et al., 1995, 1996; VON ZUBEN et al., 1996), sob o
enfoque de interacdes ndo-locais (BOLDRINI et al., 1997), e através da andlise de
dispersdo em arenas circulares para pupacdo (GOMES et al., 2002, 2003, 2005). Além
disso, estudos de dispersdo e outros que observem tipos de comportamentos espago-
temporais, muito comuns em ecologia populacional, vém utilizando modelagens
fisico/matemadticas e simulacdes de fendOmenos em sistemas complexos, para melhor
compreensdo e interpretacdo dos dados observados (TEWS ef al., 2004; Ziv, 1998),
tendo em vista a grande quantidade de varidveis envolvidas e a interacdo existente entre
as mesmas.

No entanto, ainda ndo existem trabalhos que observem o comportamento de
dispersdo larval e conseqiiente padrdo de distribuicao espacial nos sitios de pupagdo, de
individuos em contato com substratos de pupacdo com substincias quimicas
(inseticidas), as quais podem influenciar neste e em outros comportamentos. Estas
substancias quimicas podem interferir nos processos neurais, inibindo ou hiperativando
0s mensageiros quimicos (neurotransmissores), causando mudangas fisioldgicas, no
desenvolvimento e no comportamento do organismo em contato com a mesma
(HAYNES, 1988; OMmoTO, 2000).

Os efeitos destas substincias toxicas ao sistema nervoso sobre o comportamento
dos insetos tém sido pouco estudados, sendo que alguns trabalhos existentes com este
enfoque sdo com larvas de Sarcophaga bullata (ZDAREK et al, 2004), em que se
observam mudangas no comportamento de pupagcdo destes dipteros; efeitos
comportamentais e de mortalidade em vespas parasitas Aphidius ervi (DESNEUX et al.,

2004), efeitos no comportamento de culicideos (CHAREONVIRIYAPHAP et al., 2001;
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MATHENGE et al., 2001; ROBERTS et al., 2000; SUNGVORNYOTHIN et al., 2001) e efeitos
de deltamethrin no comportamento de coledpteros adultos (BECKEL et al., 2004).

No entanto, muitos insetos apresentam certa resisténcia a alguns inseticidas
utilizados, e um inseticida que vem sendo bastante utilizado ultimamente e com grande
eficiéncia no controle de cupins e gafanhotos, pragas estas de grande importancia
agricola, e em qualquer estidgio do desenvolvimento (ninfal, larval ou adulto), é o
Fipronil (grupo quimico: Fenil Pirazol) (BOBE et al., 1997; KiDDS & JAMES, 1991;
UNIVERSITY OF MINNESOTA, 2006). O Fipronil atua sobre o sistema receptor do dcido y—
aminobutirico (GABA) do tipo A dos insetos (KIDD & JAMES, 1991), bloqueando os
canais de cloro nos neurdnios. Assim, o efeito é a remog¢do da inibi¢do neural pelo
GABA, resultando em uma atividade neuronal excessiva (KIDD & JAMES, 1991). Em
uma dose suficiente, o Fipronil causa excessiva excitacdo neural, paralisia severa e
morte do inseto (BOBE et al., 1998).

Assim, estudos que procurem observar a atuacdo de inseticidas e drogas no
sistema nervoso tém sido de fundamental importancia (VON KEYSERLINGK, 1985) para
que se possa obter um melhor conhecimento do modo de agdo, conseqii€ncias
comportamentais ¢ mudancas fisiologicas nos seres vivos, além de, no caso de insetos
pragas, auxiliarem na elaboragdo de programas de manejo da resisténcia destes a
inseticidas (GEORGHIOU, 1983). Assim o objetivo deste estudo € avaliar o efeito do
Fipronil (Inseticida: Fenil Pirazol) no padrao de comportamento de dispersdo larval pos-

alimentar de C. megacephala em arenas circulares.

Material e Métodos

Coleta e manutencao dos espécimes sob condicoes experimentais

Exemplares adultos de C. megacephala foram coletados no Instituto de
Biociéncias da UNESP, em Rio Claro, SP. Foi utilizado como isca, matéria organica de
origem animal em decomposicao, e os exemplares coletados foram mantidos em gaiolas
teladas em sala climatizada a 27+1°C e fotoperiodo de 12hs.

A alimentacdo oferecida aos adultos foi de acucar, dgua e figado bovino, sendo
este ultimo destinado para o fornecimento protéico necessario para o desenvolvimento

ovariano das fémeas adultas (LINHARES, 1988). Carne bovina moida foi usada como
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substrato para postura pelas fémeas grdvidas (parentais); estes ovos foram utilizados
para producdo de geracdo F;. Somente a geracdo F, foi empregada nos experimentos.

Como substrato alimentar para desenvolvimento larval da espécie estudada, foi
utilizado: meio artificial, a base de leite em po, dgar, levedura de cerveja, nipagin e
caseina, preparado de acordo com LEAL et al. (1982).

Os ovos destas espécies foram depositados pelas fémeas (F;) em macerado de
carne moida, sendo que imediatamente apds a oviposi¢do, os ovos foram separados e
mantidos em BOD (temperatura de 27+1°C e fotoperiodo de 12 h) até a eclosdo das
larvas, para a formacdo das densidades larvais. Foram formadas densidades de 400
larvas por frasco, sendo feitos dois experimentos (duas réplicas) em dieta artificial.
Ap6s a eclosio, as larvas foram colocadas em frascos contendo dieta artificial (LEAL et
al., 1982) (400 larvas em 125 gramas de dieta — 0,31g/larva) como substrato alimentar,
para desenvolvimento das larvas.

Ap6s o desenvolvimento larval que durou aproximadamente 72h, foram separadas
em torno de 100 larvas junto com o substrato alimentar, que foram depositadas no
centro de uma arena circular de 30 cm de diametro e de 10 cm de profundidade forradas
com areia [aproximadamente 7 dm’] (Figura 12), na qual as larvas irradiaram para
buscar seu sitio de pupacgdo. Estas arenas foram colocadas em salas com temperatura

variando entre 25°C e 27°C, com fotoperiodo de 24 h, ou seja, luz total.

FIGURA 1. Esquema e foto das arenas utilizadas para estudo da dispersao larval pos-
alimentar.

A areia utilizada no experimento foi previamente lavada em 4gua corrente, para

retirada de qualquer substancia quimica presente na mesma e peneirada, para que
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ficasse mais homogénea no tamanho de seus graos (didmetro dos graos era menor que 1
mm), e posteriormente armazenada para ser utilizada na montagem das arenas. Foram
feitos duas réplicas e cada réplica composta por quatro tratamentos (4 arenas), sendo um
controle, um com a dose de Fipronil utilizada no controle de pragas (F) (D), um com o
dobro da dose F (2F) e outra com metade da dose F(F/2).

O volume de areia colocado nas arenas recebia 800 mL de dgua antes de se montar
as arenas e iniciar a dispersao, pois este substrato, se totalmente seco, impossibilitava
que as larvas conseguissem se enterrar, causando a morte das mesmas. Apds a
montagem de todas as arenas, 50 mL de dgua eram dispersos pela superficie destas por
meio de “spray”, com a presen¢a de Fipronil (tratamentos com dose) ou sem a presenga
do inseticida (controle). A Tabela 1 abaixo mostra a metodologia empregada nos

substratos alimentares e nas arenas de dispersao.

TABELA 1. Metodologia utilizada nos substratos alimentares e nas arenas de
dispersao.
* volume “exemplo” calculado de acordo com a massa média dos animais utilizados.

Metodologia utilizada nas arenas de dispersao larval pés-alimentar
Tratamento realizado no substrato

De?gt‘:;ae%atg do Substrato alimentar larval Substrato de pupacao
Controle 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) | Sem tr 1to Dispersao "spray" de 50 mL de agua areia
F/2 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) | Sem tratamento Dispersao "spray" de 0,88 mg de Fipronil (50 mL) areia
F 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) | Sem tratamento Dispersao "spray" de 1,76 mg de Fipronil (50 mL) areia
2F 125 g de Dieta (Leal et al.,, 1982) | Sem tr 1to Dispersao "spray" de 3,52 mg de Fipronil (50 mL) areia

Dados que foram obtidos na analise das arenas.

ApOs as larvas empuparem, elas foram individualmente localizadas e retiradas da
areia, sendo medidas para cada uma as coordenadas no eixo x,y e a profundidade (z) do
local de pupagdo em relacdo ao centro, com o auxilio de régua. Através dos dados de
coordenada, foram obtidas a distancia de cada pupa do centro de irradiacio e a distancia
xyz, como pode ser observado na Figura 1. A contagem comecou da periferia para o
centro.

Por meio das coordenadas das pupas encontradas, foram feitos graficos de
densidade dos individuos de acordo com a distribui¢do dos individuos na arena, como

proposto por WORTON (1989), com ajuda do programa MATLAB® 6.5, visando uma
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melhor interpretacdo e visualizacdo dos padrdes de dispersdo larval e localizacido das
pupas nos diferentes tratamentos.

Cada pupa foi individualizada em frascos de plastico e pesada em balanga
analitica da marca Ohaus, antes que ocorresse a emergéncia dos adultos. Os dados de
peso foram anotados na mesma planilha dos outros dados, para futura andlise.

Apds a pesagem, cada pupa foi devolvida ao seu respectivo frasco, para apds a
emergéncia ser feita a sexagem dos adultos. Também foi observado o ndmero de
individuos mortos nos diferentes tratamentos, procurando ver a influencia da dose do
inseticida na mortalidade e no comportamento de dispersdo. Neste caso, foi observado o
numero de larvas mortas no substrato de pupacao ou mortalidade no estdgio de pupa, no

qual, passados varios dias, nao houve a emergéncia do adulto.

Drogas utilizadas, suas disposicoes e dosagens.

Foi utilizado o Fipronil (ingrediente ativo - grupo quimico: Fenil Pirazol)
(inseticida (Produto comercial) - Regent® 800 WG), sendo amplamente estudados seus
efeitos no sistema nervoso dos insetos (DUHAN et al., 2001) e administrado em diversas
culturas agriculas para controle de pragas (AGROFIT, 20006).

O inseticida foi colocado no substrato de pupagdo (areia) nas arenas, devido a seu
modo de aplicacdo na agricultura. A dose utilizada para observacdo do efeito desta
substancia no padrdo de dispersdo larval foi igual a uma dose média utilizada na
agricultura para o controle de diversas pragas (AGROFIT, 2006), (250g de p.c./ha
(hectare) que corresponde a 2,5.10” mg/cm?, ou seja, 1,76 mg de Fipronil / arena, dose
utilizada pra controle de cupins [Cornitermes cumulans e Heterotermes tenuis ] e broca
da cana [Diatraea saccharalis] [AGROFIT, 2006]), sendo disperso por meio de “spray”
um volume total de 50 mL (dgua e/ou substancia dissolvida) sobre toda a superficie da
arena.

Foram feitos quatro tratamentos, o tratamento controle (C), o qual recebia 50 mL
de 4gua dispersa na superficie antes de se colocarem as larvas; e trés tratamentos com
doses diferentes de Fipronil: F/2 (metade da dose utilizada na agricultura), F (dose

utilizada na agricultura) e 2F (o dobro de F) .
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Andlise estatistica e utilizacao de ferramentas computacionais.

Andlise de variancia (ANOVA) e testes de comparacdo multipla de Bonferroni
foram utilizados comparando as médias de profundidade, de distincia e massa dos
tratamentos realizados, utilizando nivel de significancia de 5%.

Por meio das coordenadas das pupas encontradas, foram feitos grificos de
densidade dos individuos de acordo com a distribui¢ao dos individuos na arena, como
proposto por WORTON (1989); e calculada a média da distdncia minima entre as pupas e
a média da minima distancia entre as pupas, nos diferentes tratamentos (doses) e
substratos alimentares. Estas ferramentas utilizadas na melhor interpretacdo dos dados
obtidos foram feitas com ajuda do programa MATLAB 6.5, sendo que foram obtidos

gréficos para interpretacao dos resultados.

Resultados e discussao

Na andlise do efeito de Fipronil na dispersdo larval pds-alimentar de C.
megacephala foi observado que as pupas encontradas nos diferentes tratamentos
revelaram mudancas no padrao de dispersdo larval pds-alimentar (profundidade e
distancia) e diferencas nas médias de algumas varidveis analisadas, como o massa.

A Tabela 2 mostra a média das varidveis obtidas (coordenadas xy, profundidade,
distancia e distancia xyz) da distribuicio das pupas encontradas nos diferentes

tratamentos.

TABELA 2. Média de cada dado obtido da dispersdo de C. megacephala nas arenas
tratadas com Fipronil.

média X y proftz:rc:‘l)d ade d's(z:)c 1a dlsta(r;g:r);l X¥YZ  Massa individuo (mg)
R1 Controle -0,51 0,87 6,18 8,11 10,4 67,4
F/2 1,02 0,97 5,94 7,62 10,14 62,9
F -0,27 1,41 6,11 7,75 10,16 50,7
2F 2,01 2,72 6,4 8,45 10,97 47
Controle -0,55 1,75 5,67 8,81 10,80 51,7
R2 F/2 -0,59 1,73 5,09 7,73 9,55 59,1
F -2,13 1,84 4,12 6,97 8,64 35,1
2F 1,82 2,69 4,02 7,53 8,89 34,1

R1 —réplica 1 e R2 — réplica 2. F/2 — metade de F, F — dose utilizada na agricultura e 2F — dobro de F.

A andlise estatistica utilizando a varidvel dependente profundidade mostrou
haver diferencas nas réplicas (F=41,02; p = 3,456.10’10), nos tratamentos (F=5.52; p =
0.015) e na interacdo réplica x tratamento (F = 4,16; p = 0.0063), ou seja, o efeito da
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réplica sobre a profundidade depende do tratamento utilizado e vice-versa. Pode-se
verificar tal diferenca na Tabela 2, onde na réplica 1, o tratamento com maior média de
profundidade € o 2F. Ja para a réplica 2, o tratamento com maior média de profundidade
¢ o controle. Ou seja, dependendo da réplica observada, a variacdo na média de
profundidade nos diferentes tratamentos € distinta.

As réplicas apresentaram diferencas na distribuicdo das pupas nos diferentes
tratamentos, mas deve se levar em conta o nimero de pupas encontradas, pois a
substancia presente na arena ¢ um inseticida, o qual € utilizado no controle de diversas
pragas agricolas (AGROFIT, 2006). Assim, pode-se observar na Tabela 3 uma propor¢ao
entre numero de pupas encontradas em relacio a dose de Fipronil, ou seja, quanto maior
a dose do inseticida, menor o ndmero de pupas encontradas, e conseqiientemente, maior
o numero de larvas mortas. Desta forma, menor € a amostragem para célculo da média
de profundidade, o que pode levar a valores mais varidveis da média calculada devido a
baixa amostragem. Desta forma, este nimero de pupas encontradas atua no calculo da
média de profundidade, podendo causar diferengas no padrdao de dispersdo nas réplicas

nos diferentes tratamentos.

TABELA 3. Porcentagem de larvas mortas, adultos emergentes (machos e
fémeas) em relagdo a 100 larvas inicialmente em dispersdo larval pds-alimentar.

Porcentagem das 100 larvas colocadas nas arenas para dispersao

Larvas Adultos R Pupas

Tratamento mortas emergentes Machos | Femeas encon':radas

R1 Controle 1,00 81,72 34,41 47,31 93,00
F/2 20,00 31,51 21,92 9,59 73,00
F 25,00 20,29 14,49 5,80 69,00
2F 56,00 11,41 5,71 5,71 35,00
Controle 0,00 83,51 44,33 39,18 97,00

R2 F/2 16,00 32,89 18,42 14,47 76,00
F 39,00 33,33 20,83 12,50 48,00
2F 67,00 25,00 15,63 9,38 24,00

R1 —réplica 1 e R2 —réplica 2. F/2 — metade de F, F — dose utilizada na agricultura e 2F — dobro de F.

Ja quando se analisa a varidvel distancia as réplicas ndo apresentaram diferencas
(F=0,5270; p = 0,4681) e nem interacdo réplica x tratamento (F = 1,8075; p = 0,1448),
mas houve diferenca nos tratamentos (F = 3,3750; p = 0,0182), utilizando intervalo de
confianca de 5%. Ou seja, a presenca de Fipronil modificou a distancia do centro de

dispersdo percorrida pelas larvas (horizontalmente), no entanto, de uma forma bastante
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varidvel dependendo do tratamento observado. Entretanto apenas ocorreu diferencga
entre o controle e o tratamento F, ndo possuindo evidéncias para diferenciar os outros
tratamentos. Interessante também salientar que a réplica ndo tem influéncia na distancia,
diferentemente do observado em relacdo a profundidade.

A andlise de correlacdo entre distancia e profundidade nos diferentes tratamentos
mostrou haver apenas correlacdo no tratamento F (r = 0,1836; p = 0,0475; = 0,037),
sendo que todos os demais nao apresentaram correlagdo, ou seja, em F, quanto maior a
profundidade, maior a distdncia. Assim as larvas, em contato com dose F, que se
aprofundaram mais se distanciaram mais do centro de dispersao.

Da mesma forma, como discutido para profundidade, o numero de individuos
obtidos em cada arena tem influéncia no calculo da média desta variavel; desta forma, o
célculo da média destas varidveis sofre influéncia do tamanho da amostra de pupas
obtida. Uma varidvel que pode influenciar a distribui¢io e padrao de dispersao larval € a
massa destes individuos, como observado e discutido na revisdo feita por GOMES et al.
(2006), em que foram relatadas correlagOes entre massa, distancia e profundidade em C.
megacephala e C. albiceps em diferentes condicdes experimentais.

A andlise da massa das pupas mostrou que todas as interacOes sdo diferentes:
réplicas (F = 253,30; p = 1,6734. 10™*), tratamentos (F = 76,8268; p = 6,1581. 10*") e a
interacao réplica x tratamento (F = 18,09; p = 3,6150. 10‘”), ou seja, o efeito da réplica
na massa depende do tratamento observado. Pode-se observar na tabela 2 que o efeito
da réplica € mais evidente que o efeito da interacdo, pois a réplica R1 tem maiores
massas que a réplica R2 nos diferentes tratamentos, no entanto em ambas a média de
massa diminui quanto maior a dose de Fipronil. Sendo que a R2 apresentou menores
massas no decorrer das doses (Tabela 2), assim como o nimero de larvas mortas
encontradas em R2 foi maior que em R1 (Tabela 3), quando se analisa os tratamentos F
e 2F, assim R2 pareceu ser mais sensivel que R1 ao inseticida utilizado.

A massa das pupas assim como a dispersao das mesmas (profundidade e
distancia) podem terem sido afetadas pela alteracdo na atividade dindmica e metabdlica
que o Fipronil pode causar nos insetos. Sabe-se que o mesmo hiperexcita o sistema
nervoso destes animais, por meio da interrup¢do dos canais de sodio do sistema
GABA¢érgico, responsdvel este pela inibi¢do de impulsos neurais (KIDD & JAMES,

1991). Assim, o impulso neural acaba sendo hiperativado o que causa a morte do inseto.
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No entanto, poderia anteriormente causar um aumento na movimentagdo das
larvas tolerantes a certa dosagem deste inseticida presente no substrato (com uma
profundidade maior alcancada ou distdncia maior percorrida), o que causaria uma
reducdo da massa pela alta atividade metabdlica destes individuos, dados estes que
podem ser observado na Tabela 2. Observando as réplicas, em R2 o aumento da
distancia em relacdo a dose ndo foi observado; no entanto, o nimero de pupas
encontradas foi menor que o obtido na réplica 1 (Tabela 3). Provavelmente, a populacao
de individuos utilizados em R2 foi mais sensivel a acdo do inseticida a priori, que
quando comparado a R1 a qual foi mais sensivel a posteriori, pois apresentou um menor
numero de adultos emergentes que o obtido em R2 (Tabela 3).

Pode-se observar que as diferentes doses de Fipronil causaram mudangas em
todas as varidveis obtidas e atuando na totalidade de sobrevivéncia das pupas e larvas
presentes nos diferentes tratamentos. A profundidade e a massa foram as varidveis que
tiveram maior influéncia dos tratamentos; ja a distancia ndo apresentou diferenca nos
tratamentos apenas entre o controle e F. A presenca do inseticida diminuiu a massa das
pupas encontradas, alterou a profundidade e distdncia em alguns tratamentos
aumentando-as ou diminuindo-as, devido a sensibilidade das larvas a dose utilizada nas
réplicas e o efeito imediato ou posterior da substincia sobre o individuo.

Na Figura 2, pode-se visualizar a variacdo na distribuicdo e ndmero de
individuos nos diferentes tratamentos e réplicas, por meio de curvas de niveis, as quais

representam a densidade de individuos dispersos e encontrados nas arenas.
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FIGURA 2. Grificos de Distribuicdo/densidade (curvas de niveis e tonalidades de cor
representando a densidade de individuos encontrados em diferentes por¢des da arena) e
Dispersao x,y das pupas nas arenas tratadas com Fipronil. A - Andlise em 3 dimensoes
da distribui¢do, B - Andlise da base. R1 - réplica 1 e R2 — réplica 2. F/2 — metade de F, F — dose
utilizada na agricultura e 2F — dobro de F.

O padrao de dispersdo dos individuos pode ser mais bem visualizado na Figura
2, onde a distribui¢do e a densidade dos tratamentos controle nas réplicas apresentaram
maior drea de distribuicao (bases mais largas) e uma menor variacao na densidade por
area (picos menos pronunciados), comparados aos tratamentos com presenca do
inseticida. No entanto, o nimero de pupas encontradas é visivelmente diferente entre os

tratamentos, diminuindo na medida em que se aumentam as doses de Fipronil, desta
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forma causando diferengas na densidade de individuos distribuidos nas arenas, como
pode ser observado na Figura 2.

Assim, para uma melhor interpretacio dos dados obtidos, compreensdo do
comportamento de dispersdo larval, escolha do sitio de pupacdo e efeito do Fipronil no
padrao de dispersdo larval pés alimentar de C. megacephala, procurou-se analisar os
diferentes tratamentos separando os individuos mortos dos sobreviventes nas diferentes
doses do inseticida (larvas e pupas), procurando relacionar os diferentes setores da arena
com a escolha do sitio de pupacdo e emergéncia ou ndo de adultos das pupas.

Observando as Figuras 4, 5, 6 e 7 e as Tabelas 6 e 7, pode-se avaliar a preferéncia
na distribui¢do das pupas encontradas e a porcentagem de sobrevivéncia (emergéncia
dos adultos) nas diferentes porcdes das arenas, avaliadas por meio de dados de
profundidade e distancia.

Pode-se observar que poucas pupas foram encontradas em pequenas
profundidades e distancias, sendo que o intervalo de maior preferéncia para pupacio no
tratamento controle foi entre 4 e 8 cm de profundidade e principalmente entre 6-8 cm e
de distancia de 6-12 cm, principalmente de 6-9 cm (Figuras 5 e 7). J4 nos tratamentos
com o inseticida, pode-se observar uma variacdo neste padrdo de escolha do sitio de
pupacdo. Dependendo o tratamento (Figuras 5 e 7), ha uma maior quantidade de pupas
nas por¢des mais superficiais, mas também se pode observar uma maior quantidade nas
porcdes mais profundas e distantes em relagdo ao controle, tal variacdo sendo talvez
causada efeito desta substancia na fisiologia - comportamento e metabolismo desta
espécie.

Na andlise da sobrevivéncia, fica bem claro o efeito do inseticida em todas as
por¢des da arena, causando a morte de pupas quanto maior a dose utilizada (Tabela 3 e

Figuras 4 € 6).
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FIGURA 4. Porcentagem de emergéncia de adultos das pupas encontradas nos diferentes
tratamentos e nos diferentes intervalos de profundidades (cm). C — controle, F/2 — metade de

F, F — dose utilizada na agricultura e 2F — dobro de F.
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FIGURA 5. Porcentagem de distribuicio das pupas em diferentes intervalos de

profundidade (cm) nos diferentes tratamentos. C — controle, F/2 — metade de F, F — dose
utilizada na agricultura e 2F — dobro de F.
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FIGURA 6. Porcentagem de emergéncia de adultos das pupas encontradas nos diferentes

tratamentos e nos diferentes intervalos de distancia xy (cm). C - controle, F/2 — metade de F,
F — dose utilizada na agricultura e 2F — dobro de F.
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FIGURA 7. Porcentagem de distribuicao das pupas em diferentes intervalos de distancia

Xy (cm) nos diferentes tratamentos. C — controle, F/2 — metade de F, F — dose utilizada na
agricultura e 2F — dobro de F.
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Pode-se observar na andlise da profundidade, que no tratamento controle, a menor
porcentagem de sobrevivéncia € encontrada no intervalo de 4 — 6 cm, onde em
aproximadamente 55% das pupas encontradas ndo houve emergéncia do adulto.
Diferentemente do observado nas arenas tratadas com Fipronil, em que a maior
porcentagem de sobrevivéncia em F/2 e 2F foi neste intervalo de profundidade 4 — 6
cm. Ja na arena F, a maior porcentagem foi no intervalo de 0 — 2 cm, sendo que em 4 —
6 cm ocorreu a segunda porcdo da arena com maior sobrevivéncia. A preferéncia pela
escolha do sitio de pupacgao pode ser influenciada por diversos fatores como: o substrato
de pupacdo, da massa dos individuos, até mesmo influéncia de fatores presentes no
meio de dispersdo, como umidade, temperatura, as quais poderiam atuar sobre a escolha
das larvas por meio do preferéncia sensorial.

Pode se observar também, analisando as Figuras 5 e 6, que a maior porcentagem
de sobrevivéncia foi obtida no controle, o qual estava sem a presenca do inseticida, no
intervalo de profundidade de 0-2 (75%); no entanto, a porcentagem de preferéncia por
este setor, ou seja, de pupas encontradas foi de 2,05% do total de pupas encontradas na
arena C (Figura 6). A porcentagem de pupas encontradas no setor 0-2cm nos
tratamentos com Fipronil foi maior que a encontrada no tratamento controle,
provavelmente pelos efeitos do inseticida presente na areia, que causou mudancas
comportamentais e¢ mortes de alguns individuos, os quais ndo conseguiram se
aprofundar muito no substrato. Importante ressaltar também o ndmero de pupas
encontradas nos diferentes tratamentos (Tabela 3), a qual mostra uma relacdo
inversamente proporcional entre dose de Fipronil e nimero de pupas nas arenas.

As Tabelas 4 e 5 mostram a média das varidveis observadas nos diferentes
tratamentos em relacdo a emergéncia ou ndo de adultos. Pode-se observar variagdes nas
médias das varidveis entre os tratamentos (Tabelas 4 e 5), e entre o grupo de adultos
emergentes (Tabela 4) e ndo emergentes (Tabela 5) em relacdo as varidveis observadas,

dados estes ja discutidos anteriormente.

TABELA 4. Média e desvio padrdo da distancia, profundidade e massa das pupas
em que houve emergéncia do adulto de C. megacephala, no diferentes tratamentos e

substratos alimentares.

Média (dp) das pupas em que houve emergéncia de adultos
Desvio padrio entre parénteses.

Tratamento ‘ Profundidade (cm) Distancia xy (cm) Massa (mg) ‘
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C 5.88 £2.05 8.46 +£2.92 54.05 £7.72

Dieta F2 5.16 +2.02 7.41 £3.20 46.46 + 8.89
artificial F 5.31+2.92 7.00 +3.34 40.38 + 11.47
2F 5.31+2.64 9.77 +3.25 34.45 +8.60

C - controle, F/2 — metade de F, F — dose utilizada na agricultura e 2F — dobro de F.

TABELA 5. Média e desvio padrdo da distancia, profundidade e massa das pupas
em que ndo houve emergéncia do adulto de C. megacephala, no diferentes tratamentos e
substratos alimentares.

Média das pupas em que nio houve emergéncia de adultos
Desvio padrio entre parénteses.
Tratamento Profundidade (cm) Distancia xy (cm) Massa (mg)
C 5.99 £ 1.97 8.48 +3.02 53.77 £6.97
Dieta F/2 5.73 £2.36 7.83 £3.26 49.89 +9.99
artificial F 5.29 £2.65 7.56 +3.47 45.64 £10.99
2F 5.46 £3.01 7.69 +2.68 41.58 +£10.72

C — controle, F/2 — metade de F, F — dose utilizada na agricultura e 2F — dobro de F.

Assim, o comportamento de dispersdo larval pds alimentar e, conseqiientemente, a
preferéncia de escolha do sitio de pupacdo, variaram nos diferentes tratamentos, como
ja tinha sido observado na Figura 2.

A medida que se aumenta a concentracio de Fipronil na arena, maior é a
quantidade de pupas entre 8 e 10 cm de profundidade nas arenas com inseticida (Figura
5), muitas larvas provavelmente acabaram morrendo tdo logo entraram em contato com
o inseticida. Outras, na tentativa de procurar um sitio de pupacdo mais profundo, sem a
presenca do Fipronil se enterraram mais. No entanto, devido ao contato, anteriormente,
das larvas com esta substancia na superficie, a mesma pode ter causado a morte destes
individuos ou mudancas metabdlicas nos mesmo, tendo em vista, que o Fipronil
hiperexcita o sistema nervoso destes animais, por meio da interrup¢do dos canais de
sddio do sistema GABAérgico, responsdvel este pela inibi¢do de impulsos neurais.

Assim, o impulso neural acaba sendo hiperativado o que pode causar a morte do
inseto em diferentes estigios do desenvolvimento, dependendo da sensibilidade do
mesmo ao inseticida. Assim, poderia inicialmente causar um aumento na movimentacao
das larvas presentes no substrato (com uma distancia e profundidade maior percorridas),
larvas estas tolerantes a certa dosagem deste inseticida, e conseqiientemente um
aumento no metabolismo das mesmas, o que causaria uma reducdo da massa pela alta

atividade metabdlica destes individuos, dados confirmados nas Tabelas 2, 6 € 7.
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No entanto, a sobrevivéncia destes individuos € inversamente proporcional a
concentracdo do inseticida nesta profundidade (8-10 cm), ou seja, apesar deles
permanecerem mais distantes da superficie, a porcentagem de mortos foi maior.
Talvez, tal resultado possa ser explicado pelo efeito do inseticida ndo ter sido imediato
nestas doses, ndo causando a morte das mesmas na superficie, assim, as larvas
percebendo a presenca desta substincia na superficie da arena, procuraram maiores
profundidades para pupacdo, sendo que as mais sensiveis morreriam neste trajeto como
observado na Tabela 5, quanto maior a dosagem maior a profundidade média das
larvas mortas encontradas. No entanto as que ndo eram tao sensiveis a droga acabaram
morrendo na forma de pupa nas maiores profundidades, devido provavelmente a
dispersdo tardia da droga em regides mais profundas da arena. Assim o individuo

sofria o efeito da droga quando ja havia se transformado em pupa.

TABELA 5. Média da distribuic@o das larvas encontradas mortas nas arenas com Fipronil

o rofundidade distancia distancia xyz
média X y P (cm) (cm) (cm) y
R1 F/2 -2,99 -0,91 0,50 7,25 7,28
F -0,38 0,49 1,68 4,08 4,36
2F 0,07 -0,18 2,86 7,17 7,77
F/2 2,42 2,10 0,73 7,38 7,44
R2 F 0,85 0,14 1,86 3,82 4,25
2F 0,57 0,42 2,95 6,68 7,33

R1 —réplica 1 e R2 —réplica 2. C — controle, F/2 — metade de F, F — dose utilizada na agricultura e 2F —
dobro de F.

Ja quando se analisa a distancia em relacdo a sobrevivéncia e distribuicdo nas
arenas, parece nao haver um padrio tao diferenciado em relagdo aos tratamentos, como
observado na andlise da profundidade. Tal diferenca observada na profundidade deve ter
relacdo ao modo como foi aplicado o inseticida, ou seja, na superficie; assim, a varidvel
profundidade sofreria maiores diversidades e provaveis gradientes de disposi¢do do
Fipronil de acordo com a profundidade, atuando assim no padrio de escolha e
mortalidade da espécie nos diferentes tratamentos. Ja a varidvel distdncia ndo seria tdo
influenciada como a profundidade, em relacio a disposi¢do do inseticida, uma vez que a
superficie da arena recebeu de forma homogénea a concentracdo de Fipronil. Assim, a
profundidade parece ter sido a melhor varidvel para observacdo dos efeitos do

inseticida.
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A dispersao larval pds-alimentar de C. megacephala nas arenas com Fipronil nos
diferentes tratamentos sofreu alteracdo comparando-se ao controle, as larvas escolheram
seu sitio de pupacdo mais profundamente, devido provavelmente a disposicao do
inseticida e sua forma de aplicagdo na superficie.

BOLDRINI et al. (1997) analisaram a dispersdo larval pds-alimentar de moscas
varejeiras por meio de modelos matemadticos e observaram que o efeito da vizinhanga
influencia a escolha do local de pupacdo, principalmente de C. megacephala e C.
putoria. Desta forma, a escolha do sitio de pupacdo tem influéncia da localizacdo de
pupas proximas; no entanto, as presencas de substincias quimicas em contato com as
larvas poderiam influenciar a percep¢do da vizinhanga e assim modificar a distancia
entre pupas vizinhas, devido principalmente ao efeito destas substincias na fisiologia e
comportamento destas larvas e na percepcdo sensorial do meio. Com isto, foram
obtidos valores para cada arena de dispersdo, da média da distancia entre as pupas e da
média da distancia minima entre pupas para avaliacdo de provdveis mudangas na
escolha do sitio de pupacdo e do efeito da vizinhanca pelas interagdes nao locais entre
as larvas.

A Figura 8 mostra a média e variancia entre a minima distancia nos diferentes
tratamentos e a Tabela 6 a média da distancia entre pupas e a média da distancia minima
entre pupas e a respectivos valores de varidncia. No entanto, tal dado pode ser
erroneamente analisado, pois os tratamentos se diferenciaram em relacdo a nimero de
pupas encontradas, assim quanto menos dados de distribuicdo sdo obtidos, maior
poderia ser a distancia e distancia minima entre pupas. Observando a Tabela 3, pode-se
constatar que quanto maior a dose de Fipronil, menor o nimero de pupas encontradas.
Entretanto, o tratamento F/2 nas duas réplicas feitas mostrou uma distancia minima
entre pupas menor que a obtida no controle, mesmo a mortalidade tendo sido maior em
F/2 comparado ao controle. As larvas em contato com a dose F/2 atingiram menores
profundidades e distancias em comparacdo ao controle, o que possibilitou apresentar
menor média de distdncia minima. Esta varia¢do no padrdo de dispersao provavelmente
foi causada pelo efeito do inseticida na percep¢do sensorial dos individuos e no
comportamento e movimentacdo larval durante a dispersdo, tendo em vista que apesar
do inseticida estar presente no substrato sua concentracdo permitia a dispersdo larval,

ndo sendo observada grande quantidade de larvas mortas neste tratamento (F/2).
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TABELA 6. Média e variancia da distancia entre pupas e da distdncia minima entre pupas.

Média da Distancia

Média das Distancia minimas

entre pupas Variancia entre as pupas Variancia
C 11.44 24.49 2.06 0.27
R1 F/2 11.16 25.88 1.77 0.36
F 11.11 23.41 2.29 0.34
2F 11.08 27.62 2.80 0.81
C 12.11 29.36 1.98 0.31
R2 F/3 10.72 24.58 1.29 0.34
F 10.45 20.73 1.81 0.44
2F 10.52 23.13 212 1.01
R1 —réplica 1 e R2 —réplica 2. C — controle, F/2 — metade de F, F — dose utilizada na agricultura e 2F —
dobro de F.
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FIGURA 8. Grifico mostrando a média e a varidncia da minima distancia entre pupas

nas arenas em diferentes tratamentos (C, F/2, F e 2F). R1 e R2 — Réplicas. C — controle, F/2 —
metade de F, F — dose utilizada na agricultura e 2F — dobro de F.

Os tratamentos se diferenciaram entre si nas réplicas, quando se compara a

distancia minima entras as pupas (R1: F = 6,1385; p = 0,0008 — diferencas entre 2F e

todos os tratamentos e entre F/2 e F) (R2: F = 3,6396; p = 0,0134 — diferencas entre F/2

e todos os outros tratamentos).
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Pela andlise dos dados de distancia minima (Tabela 6) e de nimero de pupas
encontradas em cada tratamento (Tabela 3), era de se esperar que nos tratamentos com
menor ndmero de pupas encontradas, as mesmas apresentassem uma distancia minima
entre elas maior, j4 que a arena apresentaria menor densidade por drea total. Desta
forma as médias crescentes de distancias minimas calculadas deveriam ser as seguintes:
tratamento C, F/2, F e 2F (Tabela 3), no entanto observando a Figura 8, e a Tabela 6,
pode-se perceber que os dados de F/2 foram menores que o controle nas duas réplicas
realizadas. No entanto, em R1 o tratamento F/2 nao se diferenciou do controle, apenas
2F se diferenciou de todos os tratamentos, inclusive o controle, em R1. A explicacdo
para este fato pode ser atribuida ao efeito do Fipronil na metabolismo e efeito da
vizinhanca na escolha do sitio de pupacdo pelas larvas (BOLDRINI et al.; 1997), ou seja,
quanto menos pupas ou larvas presentes nas arenas, menor o efeito da vizinhanca na
escolha do sitio, menor assim a distancia (profundidade e distancia) percorrida pelas
larvas o que pode ser confirmado pela Tabela 2, onde o tratamento F/2 se diferencia do
controle nas duas réplicas realizadas.

Mas foi observado nos tratamentos em que o Fipronil estava presente, pupas
encontradas juntas, em grupos, de 2 a 6 individuos, principalmente no tratamento F/2,
sendo que tal dado ndo foi observado no tratamento controle. O tratamento F/2 ndo
apresentou grande mortalidade comparado aos tratamentos F e 2F, podendo, desta
forma com o efeito do inseticida, as larvas terem sido mais afetadas no comportamento
e percep¢do sensorial do meio. Assim, o efeito do Fipronil pode acarretar padroes de
distribuicao e dispersao diferentes aos observados no controle.

O célculo da média da distancia minima entre pupas nestes tratamentos com
Fipronil foi alterado, e assim menor ao observado no controle, por causa deste
agrupamento de pupas, o que gera distancias nulas entre elas, diminuindo assim o valor
da média. No entanto, em F e 2F, devido a grande mortalidade de individuos e menor
quantidade de grupos de pupas encontrados, a distancia acabou sendo maior que o

controle principalmente, quando se observa a R1.
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Conclusoes

Pode-se constatar que todas as varidveis observadas nos tratamentos com
Fipronil sofreram alteracdo, diferindo do padrdo de dispersdo larval pds-alimentar de C.
megacephala no tratamento controle. As larvas em contato com o inseticida
apresentaram uma grande mortalidade, na medida em que se aumentava a dose do
Fipronil nos diferentes tratamentos. O Tratamento F/2 pareceu ser o que melhor
mostrou os efeitos do Fipronil no comportamento larval, devido a sobrevivéncia de
maior nimero de individuos comparado aos tratamentos F e 2F. De acordo com os
resultados observados nas varidveis profundidade, distdncia e massa, o inseticida
provavelmente causou mudancas fisiolégicas e consequentemente comportamentais nas
larvas em contato com o Fipronil, atuando assim no metabolismo (aumento metabdlico
— reducdo na massa e alteracdo da distancia percorrida nos tratamentos) e percep¢ao
sensorial do meio na escolha de um sitio de pupacdo (efeito da vizinhancga e distancia

minima entre pupas).
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CAPITULO 7

Efeito do Fipronil na dispersao pds-alimentar larval de Musca
domestica (L.) (Diptera: Muscidae)
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Resumo
Musca domestica é uma espécie altamente sinantropica e onivora, existindo uma
preocupacdo crescente de populacdes urbanas com a proliferacdo desta espécie nos
ultimos anos, principalmente préximo a locais com substratos adequados para a
procriacdo e proliferacdo das mesmas. Diversas formas de controle t€m sido utilizadas
para esta espécie, principalmente com o uso de inseticidas. Este muscideo tem
importancia médica, veterindria e forense. As larvas de M. domestica, apds a exaustao
dos recursos alimentares, abandonam o substrato alimentar em busca de um sitio para
pupacdo, processo chamado de dispersdo larval poés-alimentar. No entanto, este
substrato de pupagdo pode estar contaminado com substincia quimica, a qual pode
alterar o comportamento de dispersdo larval. Assim, foi utilizado Fipronil (inseticida -
Regent 800 WG) no substrato de pupacdo, para avaliar o efeito no comportamento de
dispersao larval pés-alimentar de M. domestica, pois esta substancia pode interferir nos
processos neuroldgicos, inibindo ou hiperativando os neuro-transmissores, podendo
causar mudancas fisiolégicas (no desenvolvimento € no comportamento), as quais t€ém
importancia na estimativa do IPM (intervalo pds-morte - ci€ncia forense). A dispersdao
poOs-alimentar larval foi realizada em quatro arenas circulares (Controle, dose utilizada
para controle de diversas pragas agriculas - 2,5 107 mg/cmz, metade da dose de controle
e o dobro da dose de controle - com réplicas) preenchidas com areia, com didmetro de
30 cm e profundidade 10 cm. O Fipronil foi aplicado (spray) no substrato de dispersiao
(areia), na superficie da arena na dose de 2,5. 107 mg/cmz. As larvas ao atingirem o 3°
instar, foram soltas no centro das arenas (100 larvas liberadas em cada tratamento), e
posteriormente, apds a formagdo das pupas, os dados referentes a profundidade e ao

posicionamento de cada pupa na arena foram analisados. Foi observado nos tratamentos
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com Fipronil, que a profundidade de enterramento e a distancia das pupas do centro de
irradiacdo foram alteradas, de forma diferente nos diferentes tratamentos, quando
comparadas ao tratamento controle, sendo que dependendo da réplica e do tratamento, a
dispersdo larval foi maior ou menor. As maiores dose de Fipronil causaram maiores
mortalidades de larvas e pupas. O tratamento F/2 foi o que mais se diferenciou dos
outros tratamentos, juntamente com o controle. Tais variagdes na dispersdo foram
provavelmente causadas por mudangas sensoriais e motoras em virtude da droga

utilizada.

Introducao

Musca domestica é uma espécie pertencente a familia Muscidae (Diptera), sendo
altamente sinantrdpica e onivora, o que favorece a sua dispersdo e distribuicdo pelos
continentes (CARVALHO, 2002; MARICONI et al., 1999), assim estando bastante presente
no ambiente humano (GREENBERG, 1971). Vdrias espécies pertencentes a familia
Muscidae s3o de grande importincia agricola, pois sdo consideradas pragas de
plantagdes, atacando produtos agicolas de importincia econdmica (CARVALHO, 2002).

Em relacdo a M. domestica, existe uma preocupacdo crescente de populagcdes
urbanas nos ultimos anos, principalmente proximas a locais que propiciem a
proliferacdo destas moscas, como culturas de cana de agucar, devido a utilizagdo de
préticas agricolas, as quais criam um ambiente propicio a criacdo de moscas, como € o
caso da vinhaca (BURALLI & GUIMARAES, 1985), e devido também ao manejo
inadequado de esterco, especialmente em avidrios, e de lixo (MARCONDES, 2001).

Desta forma, tentativas de controle destas moscas vém sendo propostas,
principalmente utilizando-se inseticidas, tendo como principal alvo de agdo, o sistema
nervoso, devido a alta eficdcia e rdpida resposta que proporcionam no controle de
pragas (CASIDA & QUISTAD, 1998; LUND, 1985; MATSUMURA, 1985; WARE, 1989).

Moscas utilizam-se de substratos discretos e efémeros para posturas dos ovos
pelas fémeas e para alimentacdo das larvas (HANSKI, 1987). As larvas das espécies de
Muscidae podem ser coprofagas, saprofagas ou carnivoras (SKIDMORE, 1985) e apds a
alimentacio, procuram por um sitio de pupac¢do no habitat, ou por mais fonte de
alimento adicional, no caso daquelas larvas que nao obtiveram o peso minimo para a

pupacdo, e esse processo € denominado dispersdo larval pds-alimentar (GREENBERG,
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1990), a qual deve ser considerada na estimativa do IPM (GOMES et al., 2003; VON
ZUBEN et al., 1998) e pode ser de importancia em novas formas de controle destas
moscas, uma vez que o estagio larval € o momento do desenvolvimento do inseto em
que ele estd mais suceptivel a predacdo e menor capacidade de deslocamento
comparando-se aos adultos.

Nenhum estudo de dispersdo larval em M. domestica havia sido feito, sendo
encontrados apenas alguns estudos de dispersdo larval em califorideos como o trabalho
de GRENN (1951), de GREENBERG (1990), e de NUORTEVA (1977), e outros envolvendo
modelos, como os de dispersdo larval pds-alimentar em ambiente restrito 2 uma unica
direcdo que se basearam em equacdes de difusdo (BASSANEZI et al., 1997), andlises
estatisticas (GODOY et al., 1995, 1996; VON ZUBEN et al., 1996), sob o enfoque de
interacdes nao-locais (BOLDRINI et al., 1997), e através da andlise de dispersdo em
arenas circulares para pupacao (GOMES et al.,2002, 2003, 2005). Além disso, estudos de
dispersdo e outros que observem tipos de comportamentos espago-temporais, muito
comuns em ecologia populacional, vém utilizando modelagens fisico/matematicas e
simulacoes de fendmenos em sistemas complexos, para melhor compreensdo e
interpretacdo dos dados observados (TEWS et al., 2004; Z1v, 1998), tendo em vista a
grande quantidade de varidveis envolvidas e a interagdo existente entre as mesmas.

No entanto, ainda ndo existem trabalhos que observem o comportamento de
dispersdo larval e conseqiiente padrdo de distribuicao espacial nos sitios de pupagdo, de
individuos em contato com substratos de pupagdo com substancias quimicas
(inseticidas), as quais podem influenciar neste e em outros comportamentos.

No entanto, muitos insetos apresentam certa resisténcia a alguns inseticidas
utilizados, € um inseticida que vem sendo bastante utilizado ultimamente e com grande
eficiéncia no controle de cupins e gafanhotos, pragas estas de grande importancia
agricola, e em qualquer estdgio do desenvolvimento (ninfal, larval ou adulto), é o
Fipronil (grupo quimico: Fenil Pirazol) (KiDDS & JAMES, 1991; UNIVERSITY OF
MINNESOTA, 2006; BOBE et al., 1997). O Fipronil causa excessiva excitacdo neural,
paralisia severa e morte do inseto (BOBE et al., 1998), e tem sido relatado como um
potencial inseticida no controle de moscas, como foi observado por SMITH et al. (2000)

em larvas de Lucilia sericata.
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Assim, estudos que procurem observar a atuacdo de inseticidas e drogas no
sistema nervoso t€m sido de fundamental importancia (VON KEYSERLINGK, 1985) para
que se possa obter um melhor conhecimento do seu modo de agdo, conseqiiéncias
comportamentais e mudangas fisiolégicas nos seres vivos, além de, no caso de insetos
pragas, auxiliarem na elaboragdo de programas de manejo da resisténcia destes aos
inseticidas (GEORGHIOU, 1983). Assim o objetivo deste estudo é avaliar o efeito do
Fipronil (Inseticida: Fenil Pirazol) no padrao de comportamento de dispersao larval pos-

alimentar de M. domestica em arenas circulares.

Material e Métodos

Coleta e manutencio dos espécimes sob condicOes experimentais

Exemplares adultos de M. domestica foram coletados no Instituto de Biociéncias
da UNESP, em Rio Claro, SP. Foi utilizado como isca, matéria organica de origem
animal em decomposi¢do, e os exemplares coletados foram mantidos em gaiolas teladas
em sala climatizada a 27+1°C e fotoperiodo de 12hs.

A alimentacdo oferecida aos adultos foi de acticar, dgua e figado bovino, sendo
este ultimo destinado para o fornecimento protéico necessdrio para o desenvolvimento
ovariano das fémeas adultas (LINHARES, 1988). Carne bovina moida foi usada como
substrato para postura pelas fémeas gravidas (parentais); estes ovos foram utilizados
para producdo da geracdo F;, e assim, somente a geracdo F, foi empregada nos
experimentos.

Como substrato alimentar para desenvolvimento larval da espécie estudada, foi
utilizado: meio artificial, a base de leite em pd, dgar, levedura de cerveja, nipagin e
caseina, preparado de acordo com LEAL et al. (1982).

Os ovos destas espécies foram depositados pelas fémeas (F;) em macerado de
carne moida, sendo que imediatamente apds a oviposi¢do, os ovos foram separados e
mantidos em BOD (temperatura de 27+1°C e fotoperiodo de 12 h) até a eclosdo das
larvas, para a formacdo das densidades larvais. Foram formadas densidades de 400
larvas por tratamento, sendo feitos dois experimentos (2 testes), sendo que cada teste era
composto por quatro frascos: trés frascos com doses diferentes de Fipronil e um
tratamento controle. Apds a eclosdo, as larvas foram colocadas em frascos contendo

meio artificial (LEAL et al., 1982) (400 larvas em 125 gramas de dieta — 0,31g/larva).
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ApOs o desenvolvimento larval que durou aproximadamente 84h, foram separadas
em torno de 100 larvas junto com o substrato alimentar, que foram depositadas no
centro de uma arena circular de 30 cm de diametro e de 10 cm de profundidade forradas
com areia [aproximadamente 7 dm’] (Figura 1), na qual as larvas irradiaram para buscar
seu sitio de pupacgdo. Estas arenas foram colocadas em salas com temperatura variando

entre 25°C e 27°C, com fotoperiodo de 24 h, ou seja, luz total.

A

FIGURA 1. Esquema e foto das arenas utilizadas para estudo da dispersao larval pos-
alimentar.

A areia utilizada no experimento foi previamente lavada em 4gua corrente, para
retirada de qualquer substancia quimica presente na mesma e peneirada, para que
ficasse mais homogénea no tamanho de seus graos (didmetro dos graos era menor que 1
mm), e posteriormente armazenada para ser utilizada na montagem das arenas. Foram
feitos duas réplicas e cada réplica composta por quatro tratamentos (quatro arenas),
sendo um controle, um com a dose de Fipronil utilizada no controle de pragas (F), um
com o dobro da dose F (2F) e outra com metade da dose F(F/2).

O volume de areia colocado nas arenas recebia 800 mL de dgua antes de se montar
as arenas e Iniciar a dispersdo, pois este substrato, se totalmente seco, impossibilitava
que as larvas conseguissem se enterrar, causando a morte das mesmas. Apds a
montagem de todas as arenas, 50 mL de dgua eram dispersos pela superficie destas por
meio de “spray”, com a presen¢a de Fipronil (tratamentos com dose) ou sem a presenga
do inseticida (controle). A Tabela 1 abaixo mostra a metodologia empregada nos

substratos alimentares e nas arenas de dispersao.
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TABELA 1. Metodologia utilizada nas arenas de dispersao.
* volume “exemplo” calculado de acordo com a massa média dos animais utilizados.

Metodologia utilizada nas arenas de dispersao larval pos-alimentar
Treatment realizado no substrato

Dertl;rtr:rr:]ae%atg do Substrato alimentar larval Substrato de pupag¢ao
Controle 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) | Sem tr 1to Dispersao "spray" de 50 mL de agua areia
F/2 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) | Sem tratamento Dispersao "spray"” de 0,88 mg de Fipronil (50 mL) | areia
F 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) | Sem tratamento Dispersao "spray"” de 1,76 mg de Fipronil (50 mL) | areia
2F 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) | Sem tr 1ito Dispersao "spray"” de 3,52 mg de Fipronil (50 mL) | areia

Dados que foram obtidos na analise das arenas.

ApOs as larvas empuparem, elas foram individualmente localizadas e retiradas da
areia, sendo medidas para cada uma as coordenadas no eixo x,y e a profundidade (z) do
local de pupagdo em relagdo ao centro, com o auxilio de régua. Através dos dados de
coordenada foram obtidas a distancia de cada pupa do centro de irradiacdo e a distancia
xyz, como pode ser observado na Figura 1. A contagem comecou da periferia para o
centro.

Por meio das coordenadas das pupas encontradas, foram feitos graficos de
densidade dos individuos de acordo com a distribui¢do dos individuos na arena, como
proposto por WORTON (1989), com ajuda do programa MATLAB 6.5, visando uma
melhor interpretacdo e visualizacdo dos padrdes de dispersdao larval e localizacdo das
pupas nos diferentes tratamentos.

Cada pupa foi individualizada em frascos de plastico e pesada em balanca
analitica da marca Ohaus, antes que ocorresse a emergéncia dos adultos. Os dados de
peso foram anotados na mesma planilha dos outros dados, para futura andlise.

Ap6s a pesagem, cada pupa foi devolvida ao seu respectivo frasco, para apds a
emergéncia ser feita a sexagem dos adultos. Também foi observado o numero de
individuos mortos nos diferentes tratamentos, procurando ver a influencia da dose do
inseticida na mortalidade e no comportamento de dispersdo. Neste caso, foi observado o
numero de larvas mortas no substrato de pupacao ou mortalidade no estdgio de pupa, no

qual, passados varios dias, ndo houve a emergéncia do adulto.
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Drogas utilizadas, suas disposicoes e dosagens.

Foi utilizado o Fipronil (grupo quimico: Fenil Pirazol) (inseticida - Regent® 800
WG), sendo amplamente estudados seus efeitos no sistema nervoso dos insetos (DUHAN
et al., 2001) e administrado em diversas culturas agriculas para controle de pragas
(AGROFIT, 2006).

O inseticida foi colocado no substrato de pupagdo (areia) nas arenas, devido a seu
modo de aplicacdo na agricultura. A dose utilizada para observacdo do efeito desta
substancia no padrdo de dispersdao larval foi igual a a uma dose média utilizada na
agricultura para o controle de diversas pragas (AGROFIT, 2006), (250g de p.c./ha
(hectare) que corresponde a 2,5.107 mg/cmz, ou seja, 1,76 mg de Fipronil / arena, dose
utilizada pra controle de cupins [Cornitermes cumulans e Heterotermes tenuis | e broca
da cana [Diatraea saccharalis] [AGROFIT, 2006]), sendo disperso por meio de ‘“spray”
um volume total de 50 mL (dgua e/ou substancia dissolvida) sobre toda a superficie da
arena.

Foram feitos quatro tratamentos, o tratamento controle (C), o qual recebia 50 mL
de 4gua dispersa na superficie antes de se colocarem as larvas; e trés tratamentos com
doses diferentes de Fipronil: F/2 (metade da dose utilizada na agricultura), F (dose

utilizada na agricultura) e 2F (o dobro de F) .

Analise estatistica e utilizacao de ferramentas computacionais.

Andlise de variancia (ANOVA) e testes de comparacao multipla de Bonferroni
foram utilizados comparando as médias de profundidade, de distincia e massa dos
tratamentos realizados, utilizando nivel global de significancia de 5%.

Por meio das coordenadas das pupas encontradas, foram feitos graficos de
densidade dos individuos de acordo com a distribui¢do dos individuos na arena, como
proposto por WORTON (1989); e calculada a média da distancia minima entre as pupas e
a média da minima distancia entre as pupas, nos diferentes tratamentos (doses) e
substratos alimentares. Estas ferramentas utilizadas na melhor interpretacdo dos dados
obtidos foram feitas com ajuda do programa MATLAB 6.5, tal andlise era imediata e

foram obtidos gréficos e valores necessarios para interpretacao dos resultados.
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Resultados e Discussao

Foi observado que as pupas encontradas nos diferentes tratamentos revelaram

mudancas no padrdo de dispersdo larval pds-alimentar (profundidade e distancia) e

diferencas nas médias de algumas varidveis analisadas, como a massa.

A Tabela 2 mostra a média das varidveis obtidas (coordenadas xy, profundidade,

distancia e distdncia xyz) da distribuicio das pupas encontradas nos diferentes

tratamentos.

TABELA 2. Média de cada dado obtido da dispersdo de M. domestica nas arenas tratadas

com Fipronil. R1 —réplica 1 e R2 — réplica 2.
média X y proﬂz::ll)d ade dls(::e::)c 1a d'Stigz? X¥Y2  Massa individuo (mg)

Controle 0,18 1,65 6,01 6,69 9,53 23,9
F/2 -0,79 1,01 6,16 8,12 10,73 21,5
F 1,58 -0,56 4,41 6,68 8,38 11,6
2F 0,30 -0,95 4,03 7,57 9,19 14,5
Controle 1,17 1,21 5,75 6,45 9,22 22,3
F/2 0,87 0,37 5,90 7,15 9,75 20,4
F 0,13 1,18 3,59 5,59 7,11 12,1
2F -0,02 0,04 3,69 5,48 7,09 12,8

R1 —réplica 1 e R2 —réplica 2. F/2 — metade de F, F — dose utilizada na agricultura e 2F — dobro de F.

A andlise estatistica utilizando a varidvel dependente profundidade mostrou haver
diferencas apenas nos tratamentos (F = 18,3787; p = 3,1643.10™'"), sendo que as réplicas
(F=1,6669, p=0,1973) e a interacdao réplica x tratamento (F=0,0463, p=0,9867) ndo
apresentaram diferencas. Na andlise de comparacdo multipla, foi possivel observar que
F e 2F ndo se diferenciam entre si, mas se diferenciam de C e F/2. Pdde-se observar que
a média de profundidade nos tratamentos F e 2F foram bem menores comparadas ao
Controle e F/2. Assim, as maiores doses deste inseticida causaram uma reducdo na
profundidade percorrida pelas larvas de M. domestica. J4 no tratamento F/2, a distancia
foi a maior observada, mas nao diferiu significativamente da média obtida no controle.

J4 quando se analisa a varidvel distancia, pode-se observar apenas diferenca entre
as réplicas (F=,6,1798; p=0,0133); ja entre os tratamentos (F=2,4926; p=0,0596) e a
interacao réplica x tratamento (F=1,0874; p=0,3541) ndo foram observadas diferencas.
Tal diferenca observada entre as réplicas pode ser vista por meio dos dados da Tabela 2,
em que as médias obtidas em R1 sdo maiores que as observadas em R2; no entanto, a

variacao nos tratamentos € semelhante. Nao foi observada variagdo na distancia entre os
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tratamentos, provavelmente por duas razdes o nimero de pupas encontradas na amostra,
foi pequeno nos tratamentos com maiores doses de Fipronil (Tabela 3), e a segunda
op¢do, de que a distincia ndo sofre realmente tanta influéncia do tratamento, talvez por
causa da forma com que foi aplicado o inseticida nas arenas, superficialmente, o que
poderia causar gradientes de disposi¢do do Fipronil nas diferentes profundidades (maior
disposi¢do na superficie € menor nas por¢des mais profundas). Assim, as larvas
poderiam perceber a presenca e caminhar mais ou menos, dependendo do efeito da

substancia na fisiologia larval (metabolismo e comportamento).

TABELA 3. Porcentagem de larvas mortas, adultos emergentes (machos e fémeas) em
relagdo a 100 larvas inicialmente em dispersao larval pds-alimentar.

Porcentagem das 100 larvas colocadas nas arenas para disperséo

Tratamento Larvas Adultos Machos | Fémeas Pupas
mortas emergentes encontradas

R1 Controle 0.00 70,53 50,75 49,25 95,00
F/2 21.00 28,07 43,75 56,25 57,00
F 34.00 25,93 57,14 42,86 27,00
2F 48.00 16,67 60,00 40,00 30,00
Controle 0.00 74,23 48,61 51,39 97,00

Ro F/2 31.00 42,00 61,90 38,10 50,00
F 48.00 30,00 58,33 41,67 40,00
2F 51.00 21,62 62,50 37,50 37,00

R1 —réplica 1 e R2 —réplica 2. F/2 — metade de F, F — dose utilizada na agricultura e 2F — dobro de F.

Pode-se observar também uma grande variagdo na massa dos individuos nos
diferentes tratamentos (Tabela 2), sendo que a presenca de inseticida no substrato de
dispersdo larval (areia) nas diferentes doses causou uma reducdo na massa das pupas
encontradas. Pode-se observar diferencas significativas analisando esta varidvel (massa)
entre réplica (F=5,0404; p=0,0252) e tratamento (F= 180,5053; p=2,4035. 10"75), mas a
interagdo réplica x tratamento (F=1,1155; p=0,3424) ndo apresentou diferencga, ou seja,
o efeito do tratamento nas réplicas foi semelhante, e vice versa. Esta variacdo na massa
pode causar mudangas no padrdo de dispersdo larval, como observado e discutido na
revisao feita por GOMES et al. (2006), em que foram relatadas correlacdes entre massa,
distancia e profundidade em C. megacephala e C. albiceps em diferentes condi¢des
experimentais.

As réplicas se diferenciaram, ja que a média de massa na réplica 1 foi maior que

a média de massa na réplica 2 em todos os tratamentos (Tabela 2). Os tratamentos C e
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F/2 tiveram médias de massa muito maiores que os tratamentos F e 2F, tratamentos
estes que a sobrevivéncia das larvas e as pupas encontradas foi muito menor (Tabela 2 e
3). As maiores doses de Fipronil causaram grande mortalidade de individuos e menor
emergéncia de adultos, além de terem modificado a dispersdo das larvas diminuindo a
profundidade percorrida. Assim, mesmo o inseticida sendo aplicado superficialmente
nas arenas, o que de certa forma geraria gradientes de disposicdo da substincia no
substrato (areia), as larvas em contato com doses maiores sofreram maior influéncia na
massa e profundidade, diminuindo as duas varidveis. Tal mudanca provavelmente foi
causada pelo efeito do inseticida na fisiologia larval, sendo que as larvas em contato
com doses F e 2F, sofreram maior influéncia logo que tiveram contato com a
substancia. Assim, foi observada grande quantidade de larvas mortas e, estas foram
encontradas a pequenas distancias do centro de dispersao (Tabela 4). Ja as larvas em
contato com a dose F/2, as pupas foram encontradas nas maiores profundidades e
distancias xyz (Tabela 2), ou seja, provavelmente o efeito do inseticida ndo tenha sido
imediato, mas a posteriori, pois as mesmas conseguiram se dispersar, e as larvas
encontradas apresentaram profundidades e distancias maiores que as obtidas em F e 2F

(Tabela 4).

TABELA 4. Média da distribuicdo das larvas encontradas mortas nas arenas com Fipronil.

. rofundidade distancia distancia xyz
média X y P (cm) (cm) (cm) y

R1 F/2 1,46 1,44 0,86 5,90 6,09
F 0,46 0,30 0,08 0,84 0,85

2F -0,11 0,28 0,17 0,30 0,40

F/2 0,74 4,34 1,99 5,22 6,30

R2 F 0,66 0,66 0,56 1,21 1,48
2F -0,22 0,67 0,78 0,89 1,35

R1 —réplica 1 e R2 —réplica 2. F/2 — metade de F, F — dose utilizada na agricultura e 2F — dobro de F.

A explicagdo para estas modificacdes na dispersdo larval pds-alimentar de M.
domestica, provavelmente tem relacdo com a alteracdo na atividade dindmica e
metabodlica que o Fipronil pode causar nos insetos. Sabe-se que o mesmo hiperexcita o
sistema nervoso destes animais, por meio da interrup¢do dos canais de sédio do sistema
GABA¢érgico, responsdvel este pela inibi¢do de impulsos neurais (KIDD & JAMES,
1991). Assim, o impulso neural acaba sendo hiperativado o que causa a morte do inseto.

No entanto, poderia inicialmente causar um aumento na movimentacdo das larvas
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presentes no substrato (com uma profundidade maior alcangada ou distancia maior
percorrida), larvas estas tolerantes a certa dosagem deste inseticida, e conseqiientemente
um aumento no metabolismo das mesmas, o que causaria uma reducdo da massa pela
alta atividade metabdlica destes individuos, dados este que podem ser observados na
Tabela 2.

Na Figura 2, pode-se visualizar a variacdo na distribuicdo e ndmero de
individuos nos diferentes tratamentos e réplicas, por meio de curvas de niveis as quais

representam a densidade de individuos dispersos e encontrados nas arenas.

FIGURA 2. Gréficos de Distribuicdo/densidade e Dispersdo x,y das pupas nas arenas
tratadas com Fipronil. A — Réplica 1 e B — Réplica 2. A - Andlise em 3 dimensdes da

distribui¢ao, B - Andlise da base. R1 — réplica 1 e R2 — réplica 2. F/2 — metade de F, F — dose
utilizada na agricultura e 2F — dobro de F.
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A andlise da Figura 2 nos permite afirmar que a diferenca na dose do inseticida
nos diferentes tratamentos causou alteracdes no comportamento de dispersao larval pds-
alimentar deste muscideo. As larvas em contato com a dose F/2 dispersaram (maiores
distancias) mais que qualquer outro tratamento, até mesmo o controle. Isto pode ser
observado por meio da base dos graficos de densidade / distribuicao (Figura 2), sendo
que estas bases em F/2 sdo as maiores obtidas.

Pode-se observa também que os tratamentos F apresentam as menores bases € uma
menor quantidade de individuos encontrados. J4 no tratamento 2F, as bases nao sdo tdo
pequenas quando se compara ao controle, principalmente, na réplica 1. Tal diferenca
pode ser explicada pelo efeito da substincia sobre os individuos mais resistentes, 0s
quais percebendo a presenca ou sob efeito da mesma, via aumento metabdlico,
caminhariam mais e assim apresentariam maiores bases nos graficos de densidade /
distribuicao.

A variagdo de densidade nos graficos F/2 € menor que nos outros tratamentos, ou
seja, os individuos ndo se concentraram em uma regido da arena. Tal resultado poderia
ser explicado pela presenca da droga em uma dose tolerdvel para a maioria dos
individuos, os quais procurariam se dispersar mais na tentativa de procurar por um sitio
de pupacdo mais adequado.

No entanto, o nimero de pupas encontradas é visivelmente diferente entre os
tratamentos, diminuindo na medida em que se aumentam as doses de Fipronil, desta
forma causando diferencas na densidade de individuos distribuidos nas arenas, como
pode ser observado na Figura 2.

Assim, para uma melhor interpretacio dos dados obtidos, compreensdo do
comportamento de dispersdo larval, escolha do sitio de pupacdo e efeito do Fipronil no
padrao de dispersdo larval pds alimentar de M. domestica, procurou-se analisar os
diferentes tratamentos separando os individuos mortos dos sobreviventes, as diferentes
doses do inseticida (larvas e pupas), procurando relacionar os diferentes setores da arena
com a escolha do sitio de pupacdo e emergéncia ou ndo de adultos das pupas.

Observando as Figura 3, 4, 5 e 6 e as Tabelas 6 e 7, pode-se avaliar a preferéncia
na distribui¢do das pupas encontradas e a porcentagem de sobrevivéncia (emergéncia
dos adultos) nas diferentes porcdes das arenas, avaliadas por meio de dados de

profundidade e distancia.
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FIGURA 3. Porcentagem de emergéncia de adultos das pupas encontradas nos diferentes

tratamentos e nos diferentes intervalos de profundidades (cm). C - controle, F/2 — metade de
F, F — dose utilizada na agricultura e 2F — dobro de F.
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utilizada na agricultura e 2F — dobro de F.
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Analisando da Figura 3, pode-se observar que houve uma maior sobrevivéncia
das pupas no tratamento controle, proximas a superficie e nas maiores profundidades.
No entanto, poucas pupas foram encontradas proximas a superficie em C, entre 0-2 cm
de profundidade (Figura 4), sendo que a maior preferéncia na escolha do sito de
pupacdo foi no intervalo de profundidade de 6-8cm.

Ja os tratamentos em que o Fipronil estava presente, o padrdo de preferéncia
observado no Figura 4, foi completamente modificado. Pode-se perceber uma maior
quantidade de pupas encontradas nas regides com profundidade de 0-2 cm e de 2-4 cm,
quanto maior a dose. A preferéncia de escolha do sitio de pupacdo nos diferentes
intervalos de profundidades, mostra certa semelhanga entre C e F/2, e entre F e 2F.

A baixa amostragem de pupas encontradas nos tratamentos com dose maior nao
permite concluir, interpretar ou visualizar um padrdo nos dados de porcentagem de
sobrevivéncia nas diferentes profundidades. Devido ao modo de aplicagdo do inseticida
nas arenas, poderia se esperar que as larvas procurassem regides mais profundas,
diminuindo assim a chance de mortalidade naquela por¢do mais profunda. No entanto,
apenas em F/2 tal procura por maior profundidade foi observada; entretanto, a
sobrevivéncia parece ter diminuido na medida em que aprofundavam nas arenas. Tal
fato observado em F/2 pode ter relacdo ao efeito do inseticida, alterando o
comportamento larval e metabdlico da larva, ou seja, o inseticida poderia alterar a
dindmica de movimentacdo das larvas. Assim que as larvas entrassem em contato com o
inseticida nesta dose, procurariam dispersar e se enterrar mais, sendo que as mais
sensiveis procurariam maiores profundidades. No entanto, por serem mais sensiveis,
sobreviveriam menos, como foi observado nas Figuras 3 ¢ 4.

Ja nos tratamentos com doses F e 2F, as larvas, ao entrarem em contato com a
droga, sofriam o efeito imediatamente e ndo conseguiam se aprofundar muito na arena,
permanecendo em regides mais superficiais, sendo que a sobrevivéncia seria menor

quanto maior a dose do inseticida.
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FIGURA 5. Porcentagem de emergéncia de adultos das pupas encontradas nos diferentes

tratamentos e nos diferentes intervalos de distancia xy (cm). C - controle, F/2 — metade de F,
F — dose utilizada na agricultura e 2F — dobro de F.
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FIGURA 6. Porcentagem de distribuicdo das pupas em diferentes intervalos de distancia

Xy (cm) nos diferentes tratamentos. C — controle, F/2 — metade de F, F — dose utilizada na
agricultura e 2F — dobro de F.

A andlise na preferéncia e sobrevivéncia em relacdo a distancia pode ser
observada nas Figuras 5 e 6. No controle, hd uma maior concentragdo nas por¢des mais

centrais da arena entre (0-9cm), sendo a maior quantidade de pupas encontradas entre 0
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3 cm (Figura 6), j4 a sobrevivéncia € maior nas regides intermedidrias de distancia, 6-
9cm (Figura 5). A presencga do Fipronil nos tratamentos alterou a preferéncia e diminuiu
a sobrevivéncia das pupas de diferentes formas nos diferentes tratamentos.

Pode-se observar uma menor tendéncia de localizacdo das pupas nas regides mais
centrais (distancia de 0-6 cm) no tratamento F/2, sendo que o aumento da dose de
Fipronil causou uma maior preferéncia por esta regido pelas larvas. Tal efeito pode ser
explicado da mesma forma que foi discutido anteriormente. As larvas presentes nas
arenas com dose de F/2, sofreram inicialmente menos com a substancia comparado com
os tratamentos F e 2F; porém, tal variacdo pode ser explicada pelo efeito do inseticida, o
qual age no sistema GABAérgico, causando um aumento na transmissao neural, que
reflete num aumento metabdlico e conseqiientemente num aumento do gasto energético,
que poderia resultar em distancias maiores percorridas, como observado em F/2. Este
gasto energético resultaria em uma perda de massa em relacdo ao controle, a qual foi
constatada (vide Tabela 2). No entanto, nas arenas F e 2F, a perda de massa ¢ maior
ainda e a distancia percorrida € menor sendo que, tal fato pode ser explicado por dois
motivos: amostragem baixa (poucos individuos chegaram até estdgio de pupa) e efeitos
desta substancia quando em alta concentragdo, causando um grande aumento dos
impulsos nervosos, o que resultaria em dificuldades locomotoras e sensoriais dos
individuos, impedindo que os mesmos encontrassem um sitio de pupacao.

A andlise das Tabelas 5 e 6, nos permite observar que na presenca de Fipronil, a
média de profundidade percorrida pelas larvas para escolha do sitio de pupacgdo foi
reduzida principalmente nos tratamentos F e 2F, tanto entre as pupas sobreviventes
(Tabela 5) quanto entre as que nao houve emergéncia do adulto (Tabela 6). J4 quanto a
distncia, observa-se que nas pupas que sobreviveram (Tabela 5), um aumento da
distancia na menor dose (F/2) e reducdo da distancia nas maiores doses (F e 2F), ja nas
pupas em que ndo houve emergéncia (Tabela 6), a distancia na presenca do Fipronil foi
maior que a observada no controle, talvez porque as pupas mais sensiveis (que
morreram) procuraram caminhar mais na tentativa de “fuga” do inseticida, ou 0 mesmo
alterou (aumentando) o metabolismo e dindmica de deslocamento das mesmas em

comparacgdo ao grupo q sobreviveu.
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TABELA 5. Média e desvio padrdo da distancia, profundidade e massa das pupas
em que houve emergéncia do adulto de M. domestica, no diferentes tratamentos e
substratos alimentares.

Média (dp) das pupas em que houve emergéncia de adultos
Desvio padrio entre parénteses.
Tratamento Profundidade (cm) Distancia xy (cm) Massa (mg)
C 6.01+2.54 6.90 + 3.66 23.02 +4.79
Dieta F2 6.04 +2.99 7.20 +3.95 21.43 +3.78
artificial F 4.15£2.16 6.45 £291 11.96 + 3.65
2F 3.81+2.05 5.52+398 13.42 +3.69

C - controle, F/2 — metade de F, F — dose utilizada na agricultura e 2F — dobro de F.

TABELA 6. Média e desvio padrao da distincia, profundidade e massa das pupas
em que nio houve emergéncia do adulto de M. domestica, no diferentes tratamentos e
substratos alimentares.

Média (dp) das pupas em que ndo houve emergéncia de
adultos
Desvio padrio entre parénteses.

Tratamento Profundidade (cm) Distancia xy (cm) Massa (mg)
C 5.59+2.13 5.71 +3.88 23.28 +3.57
Dieta F2 6.03 +2.69 7.84 +£3.42 20.79 £ 4.59
artificial F 4.08 £ 6.25 7.87 £2.81 11.86 +2.80
2F 3.86 £ 2.46 6.44 + 429 13.65 £3.15

C — controle, F/2 — metade de F, F — dose utilizada na agricultura e 2F — dobro de F.

Um outro fator que pode ter influenciado a dispersao larval pds-alimentar de M.
domestica é o efeito do aglomerado larval na procura do sitio de pupacdo, BOLDRINI et
al. (1997) analisaram a dispersdo larval pds-alimentar de moscas-varejeiras por meio de
modelos matemadticos e observaram que o efeito da vizinhanga influéncia a escolha do
local de pupacgdo, principalmente de C. megacephala e C. putoria. Desta forma, a
escolha do sitio de pupacdo tem influéncia da localizacdo de pupas proximas; no
entanto, as presencas de substincias quimicas em contato com as larvas poderiam
influenciar a percep¢do da vizinhanga e assim modificar a distdncia entre pupas
vizinhas, devido principalmente ao efeito destas substidncias na fisiologia e
comportamento destas larvas e na percep¢ao sensorial do meio. Com isto, foram obtidos
valores para cada arena de dispersdo, da média da distincia entre as pupas e da média da

distancia minima entre pupas, para avaliagdo de provaveis mudancas na escolha do sitio

de pupacdo e do efeito da vizinhanga pelas interacdes ndo locais.
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A Figura 7 mostra a média e variancia entre a minima distincia nos diferentes

tratamentos e a Tabela 7, a média da distancia entre pupas e a média da distancia

minima entre pupas e a respectivos valores de variancia.

TABELA 7. Média e variancia da distancia entre pupas e da distancia minima entre pupas.

Média da Distancia

Média das Distancia

Variancia . Variancia
entre pupas minimas entre as pupas
C 10.03 22.45 1.89 0.24
R1 F/2 12.11 27.70 3.02 0.49
F 9.73 16.60 2.67 0.64
2F 12.00 34.80 2.89 1.20
Cc 9.81 23.64 1.96 0.25
R2 F/2 10.89 20.86 2.95 0.43
F 8.64 15.54 2.31 0.40
2F 8.80 18.30 2.67 0.51
R1 — réplica 1 e R2 — réplica 2. C — controle, F/2 — metade de F, F — dose utilizada na agricultura e 2F —
dobro de F.
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FIGURA 7. Gréafico mostrando a média e a varidncia da minima distancia entre pupas
nas arenas em diferentes tratamentos (C, F/2, F e 2F). R1 e R2 — Réplicas. C — controle, F/2 —

metade de F, F — dose utilizada na agricultura e 2F — dobro de F.
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A Figura 7 e a Tabela 7 mostram que a menor média de minima distancia entre
pupas foi observada no controle, provavelmente devido a dois fatores: nimero de pupas
encontradas e comportamento de dispersdo larval. Pode-se observar que a presenca do
inseticida diminuiu o nimero de pupas encontradas, aumentando o nimero de larvas
mortas, e alterando a distadncia e profundidade na escolha do sitio de pupacdo. Tal
variagdo também foi observada na varidvel distincia calculada entre as pupas nestes
tratamentos.

Pode-se observar diferencas entre os tratamentos nas duas réplicas realizadas
(R1: F = 10,3234; p = 0.0000; C difere de todos os tratamentos; R2: F = 8,2691; p =
0,0001; C éigual a F, e 2F € igual a F/2 e F, mas F/2 € diferente de F).

A presenca de Fipronil alterou a distancia entre as pupas, provavelmente por
dois fatores: o efeito do inseticida no padrdo de dispersdo (o qual foi alterado, como
discutido anteriormente) e o nimero de pupas encontradas (que diminuiu na medida em
que se aumentava a dose de Fipronil). Alguns trabalhos relatam os efeitos de
substancias toxicas ao sistema nervoso sobre o comportamento dos insetos, em larvas de
Sarcophaga bullata (ZDAREK et al, 2004), em que se observam mudangas no
comportamento de pupacdo destes dipteros; efeitos comportamentais € de mortalidade
em vespas parasitas Aphidius ervi (DESNEUX et al., 2004), efeitos no comportamento de
repeléncia em culicideos (CHAREONVIRIYAPHAP et al., 2001; MATHENGE et al., 2001;
ROBERTS et al., 2000; SUNGVORNYOTHIN et al., 2001;) e efeitos de deltamethrin no
comportamento de deslocamento de coledpteros adultos (BECKEL et al., 2004). Ja
estudos com Fipronil relatam o potencial uso deste inseticida no controle de moscas,
como foi observado por SMITH et al. (2000) em larvas de Lucilia sericata.

O efeito no comportamento parece ter sido melhor visualizado no tratamento F/2
em todas as comparacdes e andlises realizadas, pois foi o que mais se diferenciou de
todos, talvez pela dose de inseticida ter sido subletal para a maioria das larvas, causando
maiores influéncias no comportamento destes individuos e principalmente no
comportamento de dispersdo larval (HAYNES, 1988), e influenciando menos na

mortalidade.

Conclusoes
Pode-se constatar que todas as varidveis observadas nos tratamentos com

Fipronil sofreram alteracao, diferindo do padrdo de dispersao larval pds-alimentar de M.
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domestica no tratamento controle. As larvas em contato com o inseticida apresentaram
uma grande mortalidade na medida em que se aumentava a dose do Fipronil nos
diferentes tratamentos. O Tratamento F/2 pareceu ser o que melhor mostrou os efeitos
do Fipronil no comportamento larval, devido & sobrevivéncia de maior nimero de
individuos comparado com os tratamentos F e 2F, além de ter se diferenciado do padrao
obtido nos tratamentos com maior dose do inseticida, provavelmente por efeitos sub-
letais da substincia. De acordo com os resultados observados nas varidveis
profundidade, distdncia e massa, o inseticida provavelmente causou mudangas
fisiol6gicas e consequentemente comportamentais nas larvas em contato com 0 mesmo,
atuando assim no metabolismo (aumento metabdlico — redu¢do na massa e alteracao da

distancia percorrida nos tratamentos) e percep¢ao sensorial do meio na escolha de um

sitio de pupagdo (efeito da vizinhanca e distancia minima entre pupas).
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CAPITULO 8
Andlise da variagao da umidade nas arenas de dispersao

Para melhor compreensdo dos resultados obtidos nas arenas de dispersdo e na
tentativa de se levantar provaveis fatores que podem influenciar na escolha do sitio de
pupacdo por larvas de moscas, foi analisada a porcentagem de massa de dgua (podendo
ser inferida como volume de 4gua) presente no substrato de pupacdo em diferentes
regides e profundidades das arenas utilizadas. Foram escolhidas seis diferentes regioes,
divididas em duas porcdes: centro da arena (0 a 2 cm do centro da arena) e periferia da
arena (13 a 15cm do centro da arena), e em trés intervalos de profundidade: 0 a 2cm, 4 a
6cm e de 8 a 10cm.

Assim, as Figuras 1 e 2 mostram a porcentagem de massa de dgua existente em
diferentes por¢des da arena nos diferentes tratamentos (dieta e figado), antes de ocorrer

a dispersdo e apés a ocorréncia da mesma.



Capitulo 8 - Variacdo da umidade nas arenas de dispersdo 179

18,00 47

1204

10004 | b IR [ S

good-| f-—— | |- o - -

6004-| [ - - S - -

4,00 -

2,00 4 - — S - S R

0,00 T T T
0-2centro  0-2 periferia  4-6 centro  4-6 periferia 8-10 centro 8-10 periferia

O Pré-dispersao B Pés-dispersao

FIGURA 1. Gréfico demonstrativo da porcentagem de dgua existente nas diferentes
por¢des da arena nos diferentes intervalos de tempo (antes da dispersao e pds-dispersao
larval de individuos tratados com dieta artificial)

Tabela 1. Porcentagem de perda de dgua nas diferentes
por¢des da arena (substrato alimentar — dieta artificial).
Porcentagem de perda de agua

(inicio/ fim)
0-2 cm centro 38.39
0-2 cm periferia 19.60
4-6 cm centro 11.59
4-6 cm periferia 22.64
8-10 cm centro 18.70

8-10 cm periferia 22.04
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FIGURA 2. Grafico demonstrativo da porcentagem de dgua existente nas diferentes
por¢des da arena nos diferentes intervalos de tempo (antes da dispersao e pds-dispersao
larval de individuos tratados com figado de coelho)

Tabela 2. Porcentagem de perda de dgua nas diferentes

por¢des da arena (substrato alimentar — Figado).
Porcentagem de perda de agua

(inicio/ fim)
0-2 cm centro 69.73
0-2 cm periferia 44.17
4-6 cm centro 44.86
4-6 cm periferia 36.42
8-10 cm centro 29.41
8-10 cm periferia 28.88

Pode-se observar que apds dois dias aproximadamente, tempo necessario para que
as espécies (Chrysomya megacephala e Musca domestica) dispersassem e empupassem,
a porcentagem de 4gua existente nas diferentes por¢cdes das arenas sofrem grande
mudanca, o que ja era de se esperar devido a processos de evaporacdo, tensdo e inércia
presentes no conjunto (Figura 1 e 2, Tabela 1 e 2). A regido superficial das arenas foi a
que sofreu maior perda de dgua, comparando-se o inicio e o final do processo de
dispersdo, pois esta porcdo estd mais exposta as variacdes e condi¢cdes ambientais do
local do experimento (Tabela 1 e 2).

As regides centrais obtiveram uma porcentagem de 4gua um pouco maior quando

comparadas com as porcoes periféricas (Figura 1 e 2). Entretanto, quando se analisou a
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perda de dgua antes e pds-dispersdo (Tabela 1 e 2), a maior diferenga foi observada na
porcdo Central 0-2 cm, tanto para dieta quanto para figado, talvez pela capacidade do
substrato alimentar (dieta e figado) reter mais 4gua que o substrato de pupagdo (areia).
Desta forma o alimento “roubaria” dgua da areia, pois 0 mesmo era formado por matéria
organica (figado de coelho) ou de dgar (dieta oligidica), os quais possuem como
caracteristica a retencdo de dgua. Além deste fator, a0 mesmo tempo ocorreria a
evaporacao e inércia (através da forca da gravidade) da dgua no substrato de pupagao.
Deste modo, esta regido, sob o substrato alimentar, seria a que mais sofreria perda de
agua, confirmando os dados observados (Tabela 1 e 2). Estas observagdes poderdo ser
bastante importantes para melhor interpretacdo e compreensdo da dispersdo larval pos-
alimentar da espécie, tratamentos realizados, substratos alimentares utilizados e
emergéncia ou nao dos adultos nas diferentes por¢des das arenas.

Assim, nos resultados obtidos e discutidos nos Capitulos 4, 5, 6 e 7, que englobam
as duas espécies de interesse (C. megacephala e M. domestica) e as duas substancias de
interesse (Diazepam e Fipronil), pdde-se observar certa relacdo na preferéncia de
escolha do sitio de pupagdo e na sobrevivéncia das pupas e conseqiiente emergéncia dos
adultos, discutidos a seguir.

Como foi observado nos Capitulos 4, 5, 6 € 7, houve uma baixa porcentagem na
escolha do sitio de pupagdo, proximo a superficie (0 a 2 cm de profundidade)
observando-se os tratamentos controle das espécies estudadas, local este que apresenta
as menores porcentagens de &dgua iniciais nos dois substratos alimentares usados
(Figuras 1 e 2). Assim, a baixa umidade associada a grande intensidade luminosa na
superficie poderiam diminuir a preferéncia das larvas para escolha deste local para
pupacdo (GREENBERG, 1990). Em relacdo a profundidade, os intervalos de maior
preferéncia para sitio de pupacdo nos tratamentos controle das duas espécies estudadas e
nos diferentes substratos alimentares, foi entre 4 e 8 cm de profundidade, somando mais
de 50% do total de pupas nesta por¢cao da arena, por¢ao esta que apresenta percentagem
de 4gua intermedidria (Figura 1 e 2).

Ja a sobrevivéncia das pupas pode estar relacionada com diversos fatores, dentre
eles manipulacio das mesmas durante partes da metodologia, a massa da pupa
encontrada (VON ZUBEN et al., 2000), e provavelmente também, perda de dgua na

regido escolhida como sitio de pupagdo pela espécie. Observando os dados de
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profundidade de dispersdo nos tratamentos controle das duas espécies, parece ndo haver
uma relacdo clara entre a porcentagem de sobrevivéncia e a perda de 4gua no substrato
de pupacdo das arenas (areia) durante o processo de dispersdo larval (Tabela 1 e 2).

Ja analisando a distancia percorrida pelas larvas para a escolha do sitio de
pupacgdo, pode-se perceber uma preferéncia na escolha do intervalo de 6 a 12 cm de
distancia do centro nas duas espécies estudadas, por¢do esta ndo tdo central. No entanto,
pode se perceber que a variacdo na porcentagem de dgua no solo é pequena quando
analisamos regiao central e periferia, sendo que a maior variagdo ocorre em relacio as
profundidades (Figura 1 e 2). Assim, a sobrevivéncia nas diferentes distancias parece
ndo ter relacdo com a perda de dgua no solo quando se observa a sobrevivéncia de
pupas nos diferentes intervalos de profundidade (Capitulos 4, 5, 6 € 7).

Assim, a perda de dgua parece ndo influenciar muito a mortalidade das pupas,
talvez a massa que as larvas atingiram para poder empupar pode estar mais relacionada

com a sobrevivéncia (VON ZUBEN et al., 2000).
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CAPITULO 9

Discussao e consideracao finais

O controle por meio de inseticidas de dipteros de importancia econdmica em
geral, tem sido muito aplicado, pois, estes insetos podem causar danos econdmicos a
agricultura, e tém importancia médico/veterindria por serem vetores de doencas
(MARCONDES, 2001; PESSOA & MARTINS, 1988; STONEHOUSE ef al., 2004). O principal
alvo de acdo dos inseticidas tem sido o sistema nervoso, devido a alta eficacia e rapida
resposta que proporcionam no controle de pragas (CASIDA & QUISTAD, 1998; LUND,
1985; MATSUMURA, 1985; WARE, 1989).

Além desta importancia, as duas espécies observadas neste estudo, Chrysomya
megacephala e Musca domestica apresentam importancia forense, pois podem estar
presentes (BYRD & CASTNER, 2001; SMITH, 1986; SUKONTASON et al, 2004) se
alimentando de caddveres humanos durante seu estagio larval, podendo assim indicar o
intervalo pos-morte (IPM), que envolve a deducdo do intervalo de tempo minimo e
maximo entre a morte e a descoberta do corpo (CATTS & GOFF, 1992), dado de extrema
importancia nas investigacdes criminais.

A mosca-varejeira C. megacephala, assim como a M. domestica, utilizam-se de
substratos discretos e efémeros para posturas dos ovos pelas fémeas e para alimentacio
das larvas (HANSKI, 1987; PESCHKE et al., 1987). O estagio larval € o principal periodo
em que ocorre limitacdo de recursos alimentares em moscas-varejeiras (LOMINICKI,

1988), e a competicdo por esses recursos é geralmente do tipo exploratdria (REIS et al.,
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1994), em que cada larva procura ingerir o maximo de alimento possivel, antes da
completa exaustdo dos recursos (ULLYETT, 1950). Apds essa competicdo, as larvas
comegam a procurar por um sitio de pupag@o no habitat, ou por mais fonte de alimento
adicional, no caso daquelas larvas que nao obtiveram o peso minimo para a pupagao, e
esse processo € denominado dispersao larval pds-alimentar (GREENBERG, 1990).

No entanto, caso haja a presenca de alguma substancia quimica no substrato de
alimentacao larval ou no substrato de dispersao, esta pode atuar sobre os individuos
interferindo nos processos de transmissao neural, inibindo ou ativando os mensageiros
quimicos, causando mudangas fisioldgicas, no desenvolvimento € no comportamento do
organismo em contato com a mesma (HAYNES, 1988; OMoOTO, 2000,), mudangas estas
que podem prejudicar a estimativa do IPM (CATTS, 1992).

Os valores da média da massa das larvas no tratamento controle de C.
megacephala foram maiores que o obtido em M. domestica (Capitulos 2 e 3), uma vez
que o califorideo estudado € maior que o muscideo. No entanto, o efeito do Diazepam
nas duas espécies foi semelhante, ou seja, as larvas que se alimentaram de substratos em
que o ansiolitico estava presente tiveram menor ganho de massa por periodo de tempo.
Desta forma, o benzodiazepinico alterou (diminuindo) o metabolismo larval nas duas
espécies estudadas (Capitulos 2 e 3).

Na dispersdo larval pés-alimentar das espécies, os tratamentos em que as larvas se
desenvolveram na presenca de Diazepam puderam ser diferenciados do controle e entre
si. A distancia e a profundidade percorridas pelas larvas foram menores que as obtidas
no controle na maioria dos tratamentos observados (Capitulos 4 e 5). Tal reducao na
atividade dindmica das larvas no comportamento de dispersdo pode ser explicada pela
reducdo do metabolismo larval que foi observada nos Capitulos 2 e 3.

Assim, a modificagdo no padrio de dispersdo larval pode ter relacio com uma
diminuicdo na atividade dinamica do agregado larval, causada por mudancas
fisiolégicas nas larvas em fun¢do do benzodiazepinico presente no meio, tendo em vista
sua provavel atuacao sobre o sistema GABAérgico destes insetos. Os benzodiazepinicos
agem interagindo com receptores de neurotransmissores inibitdrios diretamente ativados
pelo GABA (GOODMAN & GILMAN, 2003). Neste caso, podem potencializar a agdo dos
neurotransmissores GABA, atuando sobre os receptores GABA,, ou seja, ocorre um

maior influxo de fons cloro para o neur6nio pds-sindptico, dificultando assim sua
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despolarizacdo e conseqiientemente, causando uma diminuicdo da velocidade de
transmissao do impulso neural, o que deprime o sistema nervoso central (GOODMAN &
GILMAN, 2003; ROGAWSKI & LOSCHER, 2004).

Os benzodiazepinicos, entre eles o Diazepam, t€ém efeito sobre o sistema nervoso
central em humanos, podendo causar: sedacdo, hipnose, diminui¢do da ansiedade,
relaxamento muscular, amnésia anterégrada e atividade anticonvulsivante, além de
vasodilatacdo corondria e bloqueio neuromuscular em doses muito altas (GOODMAN &
GILMAN, 2003).

Este modo de acdo dos benzodiazepinicos pode ter causado uma diminuicdo do
metabolismo larval e conseqiientemente uma menor atividade dindmica do agregado
larval em ambos os substratos alimentares (dieta artificial e figado de coelho),
acarretando uma alteragdo no comportamento de dispersdo larval pés-alimentar, como é
observado na distribui¢do das pupas nas arenas D e 2D, nas duas espécies (Capitulos 4 e
5), arenas que se diferenciaram significativamente do controle.

Esta reducdo do metabolismo pode ser observada nos dados dos Capitulos 2 e 3,
em que a presenca de Diazepam alterou o padrdo de desenvolvimento larval de C.
megacephala, € M. domestica, retardando o ganho de massa por tempo de forma
proporcional a dose utilizada, ou seja, quanto maior a dose maior o retardo no
desenvolvimento. Assim, a droga altera o tempo requerido para o desenvolvimento
larval, podendo gerar erros na estimativa do IPM, ao se utilizar técnicas/métodos
entomoldgicos, caso ndo seja levada em conta a presenga desta droga.

Ja o inseticida Fipronil, age sobre o sistema receptor do dcido y—aminobutirico
(GABA) do tipo A dos insetos (KIDD & JAMES, 1991), bloqueando os canais de cloro
nos neurdnios. Assim, o efeito € a remog¢do da inibi¢cao neural pelo GABA, resultando
em uma atividade neuronal excessiva (KIDD & JAMES, 1991). Em uma dose suficiente, o
Fipronil causa excessiva excitacdo neural, paralisia severa e morte do inseto (BOBE et
al., 1998). A andlise da dispersdo das larvas em contato com substratos de dispersao
(areia) com a presenca deste inseticida, causou altera¢des na dispersao larval das larvas
das duas espécies estudadas, comparadas ao controle e entre as diferentes doses
utilizadas (Capitulos 6 e 7).

Pode-se observar que quanto maior a dose de Fipronil utilizada menor a

quantidade de pupas encontradas e maior o nimero de larvas mortas (Capitulo 6 e 7).
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Esta modifica¢do no nimero total de pupas encontradas pode ter influéncia na dispersio
larval pds-alimentar, pois ja foi observado que a dispersdo larval pds-alimentar de
moscas varejeiras sofre influéncia do efeito da vizinhanca na escolha do local de
pupacdo, em C. megacephala e C. putoria (BOLDRINI et al., 1997). Assim, as larvas
provavelmente sofreram influéncia do inseticida no comportamento e metabolismo, e
também do efeito da vizinhanga, sendo que as réplicas e tratamentos responderam de
diferentes formas a mortalidade de individuos. Desta forma, a dispersdo larval nos
tratamentos com Fipronil variou devido provavelmente a forma com que estes fatores
atuaram sobre os individuos e a sensibilidade dos mesmos as doses.

Pode-se observar que os tratamentos D/2 e F/2 responderam de forma diferente
ao observado nas doses maiores. Tal diferenca provavelmente se deve, no caso do
inseticida utilizado, a efeito subletais da droga no comportamento (HAYNES, 1988), e ao
nimero de dados obtidos ser maior que os encontrados nas maiores doses.

Na andlise do desenvolvimento larval, que foi baseada na massa das larvas nos
diferentes intervalos de tempo, foi possivel diferenciar os valores entre os tratamentos e
em relacdo ao controle. Esta varidvel observada (massa) sofreu grande influéncia da
substancia utilizada nas duas espécies (Capitulos 2 e 3), e do substrato alimentar, no
caso de C. megacephala (Capitulo 2). Ja nos experimentos de dispersdo as massas das
pupas sofreram também grande influéncia das substancias utilizadas e doses.

Nos tratamentos com Diazepam, as massa das pupas de M. domestica
encontradas apresentaram menores massas em 2D comparadas ao controle; ja na espécie
C. megacephala, a andlise da massa foi bastante diferenciada entre as réplicas nos
diferentes tratamentos, sendo que em algumas 2D foram maiores € em outros casos,0
controle. Desta forma, a alteragdo da massa das pupas em contato com Diazepam ndo
teve um padrdo no califorideo; j4 no muscideo, foi observado que a dose de Diazepam
em 2D reduziu a massa das pupas (Capitulos 4 e 5).

Ja com relacdo a variacdo da massa das pupas nos experimentos com Fipronil,
pode-se observar um padrio: quanto maior a dose, menor a massa das pupas (Capitulos
6 e 7). Tal efeito pode ser explicado por um aumento metabdlico que o inseticida causa
nas larvas.

Assim, os dados obtidos (profundidade, distancia e massa) sofreram influéncia do

tratamento e da réplica dependendo da espécie e substincia utilizada.
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A andlise dos dados de dispersdo larval das duas espécies mostrou que a varidvel
profundidade de enterramento das larvas foi mais afetada pelos tratamentos que a
varidvel distancia. Assim seria interessante em estudos posteriores a confec¢do de
arenas com profundidades superiores a 10 cm, pois GOMES, et al. (2005) observaram
larvas de C. megacephala e C. albiceps em profundidades bem maiores.

Pode-se observar em todas as andlises realizadas, que as substincias utilizadas
alteraram o padrido desenvolvimento larval e de dispersao larval pés-alimentar de C.

megacephala e M. domestica nos diferentes tratamentos realizados.

CONCLUSOES FINAIS

- Os resultados do presente estudo mostraram que o Diazepam altera o padrao de
desenvolvimento larval de C. megacephala e de M. domestica, retardando o ganho de
massa por tempo. Assim, altera o tempo requerido para o desenvolvimento larval,
podendo gerar erros na estimativa do IPM, ao se utilizar técnicas/métodos

entomoldgicos, caso nao seja levada em conta a presencga desta droga.

- Os resultados do presente estudo mostraram que o Diazepam altera o padrdo do
comportamento de dispersdo larval pds-alimentar de C. megacephala e M. domestica,
diminuindo em geral a distancia e a profundidade na escolha do sitio de pupacdo,
quando comparado com o controle. No entanto, dependendo da dose e réplica
consideradas a distancia pode ser maior ou menor que a do controle, podendo ser
influenciada pelo efeito da vizinhanca, da massa e alteracdo sensorial pelas diferentes

doses de ansiolitico.

- Pode-se constatar que todas as varidveis observadas nos tratamentos com
Fipronil sofreram alteracdo, diferindo do padrdo de dispersao larval pds-alimentar de C.
megacephala e de M. domestica no tratamento controle. As larvas em contado com o
inseticida apresentaram uma grande mortalidade na medida em que se aumentava a dose

do Fipronil nos diferentes tratamentos, mostrando ser este inseticida eficaz no controle
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das formas imaturas destas moscas. Desta forma, de acordo com os resultados
observados nas varidveis profundidade, distancia e massa, o inseticida provavelmente
causou mudangas fisiolégicas e consequentemente comportamentais nas larvas em
contato com o Fipronil, atuando assim no metabolismo (aumento metabdlico — reducio
na massa e alteracdo da distancia percorrida nos tratamentos) e percep¢ao sensorial do
meio na escolha de um sitio de pupacdo (efeito da vizinhanca e distancia minima entre
pupas). Sendo assim, foram observadas diferencas nos mesmo tratamentos em
diferentes réplicas, devido a mortalidade ter sido diferente e assim, com influéncia na

dispersao.
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