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RESUMO

A ordem Diptera desperta grande interesse nos estudos científicos devido à 

importância agrícola, sanitária, veterinária e forense, dependendo da espécie em estudo. A 

espécie Chrysomya megacephala (Fabricius) foi introduzida há cerca de 30 anos no Brasil e 

é de considerável importância médico-sanitária, além de poder ser utilizada em estudos 

forenses, na estimativa de intervalo pós-morte (IPM) em humanos. A espécie Musca 

domestica (Linnaeus) tem distribuição cosmopolita e é bastante comum no ambiente 

urbano e pode também transportar formas infectantes de muitas doenças. Nessas moscas, 

após o desenvolvimento dos imaturos em substratos discretos e efêmeros, as larvas 

abandonam o substrato alimentar em busca de um sítio para pupação, processo chamado de 

dispersão larval pós-alimentar. No entanto, em ambiente natural, tanto a fonte alimentar 

como o substrato de pupação podem estar contaminados com substâncias químicas, sendo 

que algumas destas podem ser de interesse forense ou ser aplicadas no controle de pragas. 

Assim, o principal objetivo do presente trabalho é procurar dar contribuição a um melhor 

conhecimento dos efeitos do ansiolítico Diazepam [Diazepam NQ® 10mg] sobre o 

desenvolvimento larval e comportamento de dispersão larval e do inseticida Fipronil 

[Regent 800 WG®] sobre a dispersão pós-alimentar das larvas de duas espécies de moscas 

(C. megacephala e M. domestica). Na análise do desenvolvimento larval, pôde-se observar 

que a presença 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. Já o comportamento de dispersão larval foi alterado na 

presença de Fipronil ou de Diazepam, em relação ao controle, sendo que a profundidade de 

enterramento e a distância das pupas do centro de irradiação foram menores que quando 

comparado à arena controle para ambas as espécies, com algumas exceções nas arenas 

tratadas com o inseticida. Tais variações no desenvolvimento e na dispersão foram 

provavelmente causadas por mudanças metabólicas, sensoriais e motoras nos imaturos, em 

virtude das drogas utilizadas. 

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

de pragas, Dispersão 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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CAPÍTULO 1 

INTRODUÇÃO E METODOLOGIA GERAL
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Resumo. 

Chrysomya megacephala (Fabricius) foi introduzida há cerca de 30 anos no Brasil 

e é de considerável importância médico-sanitária, além de poder ser utilizada em 

estudos forenses, na estimativa de intervalo pós-morte (IPM) em humanos. A espécie 

Musca domestica (Linnaeus) tem distribuição cosmopolita e é bastante comum no 

ambiente urbano e pode também transportar formas infectantes de muitas doenças. 

Nessas moscas, o estágio larval é o principal período em que ocorre competição por 

recursos alimentares. Após a exaustão destes recursos, as larvas abandonam o substrato 

alimentar em busca de um sítio para pupação, processo chamado de dispersão larval 

pós-alimentar. No entanto, em ambiente natural, tanto o alimento para as larvas como o 

substrato de pupação podem estar contaminados com substâncias químicas, sendo que 

algumas destas podem ser de interesse forense ou ser aplicadas no controle de pragas. O 

principal objetivo do presente projeto é procurar dar contribuição a um melhor 

conhecimento de efeitos de substâncias químicas que atuem no sistema nervoso, sobre o 

tempo de desenvolvimento e o processo de dispersão pós-alimentar das larvas nestas 

duas espécies, envolvendo a investigação da distância percorrida e profundidade 

atingida pelas mesmas para empupar. Serão utilizadas simulações computacionais para 

melhor interpretação dos dados e que reflitam adequadamente esse processo de 

dispersão larval, frente às diferentes dosagens e substâncias químicas que serão 

utilizadas. 
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Introdução geral 

Importância do estudo com Diptera 

Os dípteros em geral despertam grande interesse nos estudos científicos devido ao 

grande número de espécies descritas, fácil manutenção sob condições experimentais, 

rápida produção de grande número de descendentes, importância agrícola por causarem 

danos econômicos à agricultura, e interesse como vetores de doenças tendo, desta 

forma, importância médico/veterinária (MARCONDES, 2001; PESSOA & MARTINS, 1988;

STONEHOUSE et al., 2004).  

As moscas-varejeiras do gênero Chrysomya (Diptera: Calliphoridae) têm grande 

importância médico-sanitária por serem veiculadoras de enteropatógenos tais como 

vírus, bactérias e helmintos (FURLANETTO et al. 1984), podendo causar miíases nos 

animais e em humanos (GUIMARÃES et al., 1983; ZUMPT, 1965), além de serem de 

fundamental importância em entomologia forense por serem indicadoras de tempo de 

decomposição de cadáveres humanos (GOMES et al., 2003; VON ZUBEN et al., 1996; 

WELLS & GREENBERG, 1992). 

Três espécies do gênero Chrysomya originárias do Velho Mundo e Australásia 

foram introduzidas no continente sul americano provavelmente por meio de navios 

(GUIMARÃES et al., 1978, 1979). Em 1975, C. megacephala (Fabricius), C. albiceps

(Wiedemann) e C. putoria (Wiedemann), foram descobertas nas regiões Sul e Sudeste 

do Brasil (GUIMARÃES et at., 1978; IMBIRIBA et al., 1977).  

Dentre estas espécies, C. megacephala apresenta uma grande importância nos 

estudos forenses, por ser uma das espécies mais abundantes e que primeiro chegam aos 

corpos em decomposição (GUIMARÃES et al., 1978) e também por se alimentarem dos 

mesmos durante seu estágio larval, podendo assim indicar o intervalo pós-morte (IPM), 

que envolve a dedução do intervalo de tempo mínimo e máximo entre a morte e a 

descoberta do corpo (CATTS & GOFF, 1992), dado de extrema importância nas 

investigações criminais. 

Musca domestica Linnaeus (Diptera: Muscidae) também transporta formas 

infectantes de muitas doenças humanas e de animais domésticos, podendo ser citadas 

febre tifóide, diarréias infantis, carbúnculo, cólera, ascaridíase, coccidioses, poliomelite, 

etc (GREENBERG, 1970, 1973; LEVINE & LEVINE, 1991; MARCONDES, 2001; SMITH, 

1986). Além desta importância médico/sanitária, os nematóides Habronema muscae e 
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H. megastoma, que podem causar lesões gástricas e cutâneas em eqüinos, desenvolvem-

se obrigatoriamente em Stomoxys calcitrans e M. domestica, caracterizando assim sua 

importância veterinária (MARCONDES, 2001). SUKONTASON et al. (2004) observaram 

ainda a presença de M. domestica em cadáveres 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 importância entre 

os insetos necrófagos, sendo uma das primeiras espécies que chegaram à carcaça nas 

primeiras horas do dia no verão.  

Existe ainda uma preocupação crescente de populações urbanas com o aumento da 

proliferação de M. domestica nos últimos anos, principalmente próximo a locais que 

propiciem a proliferação destas moscas, como culturas de cana de açúcar, devido à 

utilização de práticas agrícolas, que criam um ambiente propício à criação de moscas, 

como é o caso da vinhaça (BURALLI & GUIMARÃES, 1985), e devido também ao manejo 

inadequado de esterco, especialmente em aviários, e também de lixo (MARCONDES, 

2001).

Várias formas de controle destas moscas têm sido propostas, principalmente 

utilizando-se inseticidas, os quais agem das mais diferentes formas. Entretanto, o 

principal alvo de ação dos inseticidas tem sido o sistema nervoso, devido à alta eficácia 

e rápida resposta que proporcionam no controle de pragas (CASIDA & QUISTAD, 1998; 

LUND, 1985; MATSUMURA, 1985; WARE, 1989).  

 Sistema nervoso 

Nos últimos anos, o sistema nervoso vem recebendo grande atenção devido ao 

desenvolvimento de novas tecnologias, aceitação da neurogênese em adultos de 

diversos animais (CAYRE et al., 2002) e dos trabalhos envolvendo interface 

cérebro/computador, por meio de modelos matemáticos (redes neurais artificiais - RNA) 

(CANGELOSI & PARIS, 2004; GROSSBERG et al., 2004; KIM et al., 2003) ou por relações 

entre tecido cerebral e mecanismos artificiais (neuroengenharia) (CARMENA et al., 2003; 

NICOLELIS, 2003). Um sistema extremamente ligado às funções do sistema nervoso é o 

sistema endócrino, o qual através de substâncias químicas, chamadas de hormônios, 

atua também sobre a regulação 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 básico do sistema nervoso é a célula nervosa ou neurônio, que pode 

ter diferentes morfologias, sendo que os tipos básicos de células nervosas são 

monopolar, bipolar e multipolar, os quais se diferenciam pelo número de ramificações e 

localização do corpo celular. A maioria dos neurônios nos insetos são monopolares, ou 

seja, possuem uma única projeção no corpo celular; já as células periféricas são 

bipolares, recebendo estímulos do ambiente e transmitindo para o gânglio central. 

Algumas células multipolares, com muitas ramificações, ocorrem nos gânglios do 

sistema nervoso recebendo inúmeras informações (CHAPMAN, 1998). 

Existe uma variedade de sinais químicos de transmissão do impulso 

nervoso/mensageiros químicos, produzidos pelos neurônios dos insetos, os quais podem 

ser agrupados em quatro classes, baseadas na sua estrutura química: acetilcolina, aminas 

biogênicas, aminoácidos e peptídeos (CHAPMAN, 1998).  

Os mensageiros químicos podem ainda ser diferenciados pela sua função em três 

grupos: os neurotransmissores, que causam efeitos transitórios na sinapse possibilitando 

a transmissão da informação (exemplo: Acetilcolina); neuromoduladores, que podem 

modificar a transmissão sináptica (exemplo: Octopamina); e neurohormônios, os quais 

agem como hormônios (exemplo: Serotonina) (CHAPMAN, 1998).    

Assim, qualquer substância química que interfira nestes processos, inibindo ou 

hiperativando estes mensageiros químicos, irá causar mudanças fisiológicas, no 

desenvolvimento e no comportamento do organismo em contato com a mesma (OMOTO, 

2000).  

Dentre estas substâncias que atuam no sistema nervoso dos insetos, tem-se os 

inseticidas, de grande emprego na agricultura e no controle de vetores de importância 

médica/veterinária e as drogas de utilização médica, lícitas ou não, que podem vir a ser 

encontrados em larvas de moscas que se alimentaram de cadáveres humanos em 

decomposição.  
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Drogas que atuam no sistema nervoso 

Efeito de inseticidas: subsídios para controle de pragas e de vetores de 

importância médico/veterinária 

MATSUMURA (1985) classificou os inseticidas, baseado no seu modo de ação, em: 

(a) físicos, (b) protoplasmáticos, (c) inibidores metabólicos, (d) agonistas de hormônios, 

(e) estomacais e neurotóxicos. O principal alvo de ação dos inseticidas tem sido o 

sistema nervoso, devido à alta eficácia e rápida resposta que proporcionam no controle 

de pragas (CASIDA & QUISTAD, 1998; LUND, 1985; MATSUMURA, 1985; WARE, 1989).  

Os efeitos destas substâncias tóxicas ao sistema nervoso sobre o comportamento 

dos insetos têm sido pouco estudados, sendo que alguns trabalhos existentes com este 

enfoque são com larvas de Sarcophaga bullata (ZDÁREK et al, 2004) em que se observa 

mudanças no comportamento de pupação destes dípteros; 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 repelência  de 

culicídeos (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 coleópteros (BECKEL et al., 2004).  

Assim, estudos que procurem observar a atuação de inseticidas e drogas no 

sistema nervoso têm sido de fundamental importância para que se possa obter um 

melhor conhecimento do modo de ação, conseqüências comportamentais e mudanças 

fisiológicas nos seres vivos, além de, no caso de insetos pragas, auxiliarem na 

elaboração de programas de manejo da resistência destes à inseticidas (GEORGHIOU, 

1983).  

 Efeito de drogas humanas: subsídios para entomologia forense

Na ciência forense, casos de mortes de pessoas por utilização de drogas lícitas ou 

não, direta ou indiretamente (ALUNNI-PERRET et al., 2003; CONACHER & WORKMAN,

1989; DE CHATEAU, 1990; NEUTEL & PATTEN, 1997; POPE & KATZ, 1994) têm 

dificultado a investigação por parte dos peritos devido à ação destas drogas na 

decomposição do corpo e no ritmo de desenvolvimento de larvas de insetos necrófagos 

(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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Suicídios, mortes ou mudanças de comportamento em usuários de drogas 

psicotrópicas, dentre elas os benzodiazepínicos (Diazepam), têm sido observados em 

vários 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). Investigações que procuram 

observar também mudanças na concentração de Diazepam em diferentes órgãos de rato, 

logo após sua morte, vêm sendo realizadas (SHIOTA et al., 2004), e são de extrema 

importância para a ciência forense.  

Dentre estes benzodiazepínicos, PIEN et al. (2004) observaram mudanças na 

morfologia de larvas e pupas e na taxas de desenvolvimento larval em Calliphora 

vicina, utilizando a substância nordiazepam. Já CARVALHO et al (2001) observaram que 

Diazepam acelera o desenvolvimento larval de C. albiceps e C. putoria. Estes estudos 

envolvem a entomotoxicologia, ciência que procura analisar o efeito e quantificação de 

diferentes drogas sobre os insetos e também na taxa de desenvolvimento larval dos 

mesmos (GOFF & LORD, 1994; INTRONA et al., 2001), os quais são de grande 

importância numa melhor estimativa do intervalo pós-morte (IPM). 

 Efeitos de substâncias químicas no comportamento de moscas-varejeiras 

praticamente não são relatados, sendo analisadas apenas mudanças no tempo de 

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

Comportamento de dispersão larval de dípteros  

As moscas-varejeiras utilizam-se de substratos discretos e efêmeros para posturas 

dos ovos pelas fêmeas e para alimentação das larvas (HANSKI, 1987; PESCHKE et al.,

1987). O estágio larval é o principal período em que ocorre limitação de recursos 

alimentares em moscas-varejeiras (REIS et al., 1994), e a competição por esses recursos 

é geralmente do tipo exploratória (LOMNICKI, 1988), em que cada larva procura ingerir 

o máximo de alimento possível, antes da completa exaustão dos recursos (ULLYETT, 

1950). Após essa competição, as larvas começam a procurar por um sítio de pupação no 

habitat, ou por mais fonte de alimento adicional, no caso daquelas larvas que não 

obtiveram o peso mínimo para a pupação, e esse processo é denominado dispersão 

larval pós-alimentar (GREENBERG 1990).  
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Alguns estudos de dispersão larval em califorídeos vêm sendo realizados desde o 

trabalho de NUORTEVA (1977), como o de GREENBERG (1990), e outros envolvendo 

modelos, como os de dispersão larval pós-alimentar em ambiente restrito à uma única 

direção que se basearam em equações de difusão (BASSANEZI et al., 1997), análises 

estatísticas (GODOY et al., 1995; GODOY et al., 1996; VON ZUBEN et al., 1996), sob o 

enfoque de interações não-locais (BOLDRINI et al., 1997), e através da utilização de 

arenas circulares para pupação (GOMES et al., 2002, 2003). 

Entretanto, ainda não existem trabalhos que observem o comportamento de 

dispersão larval e conseqüente padrão de distribuição espacial nos sítios de pupação, de 

indivíduos em contato com fontes alimentares e/ou substratos com substâncias 

químicas, as quais de alguma forma influenciem neste comportamento. 

Estudos de dispersão e outros que observem tipos de comportamentos espaço-

temporais de distribuição de espécies, muito comuns em ecologia populacional, vêm 

utilizando modelagens físico/matemáticas e simulações de fenômenos em sistemas 

complexos, para melhor compreensão e interpretação dos dados observados (TEWS et 

al., 2004; ZIV, 1998), tendo em vista a grande quantidade de variáveis envolvidas e a 

interação existente entre as mesmas.  

Modelagens computacionais de processos biológicos.  

O computador é uma ferramenta de processamento de informação de propósito 

geral e de aplicação praticamente irrestrita. Com o computador, é possível realizar 

experimentos de simulação que envolvam a evolução no tempo de uma ou mais 

variáveis, permitindo desde a validação de hipóteses em processos de modelagem até a 

concepção de mundos virtuais cada vez mais fiéis a cenários reais que se queira 

reproduzir, para atender a uma infinidade de propósitos. Esta nova forma de descrever e 

investigar fenômenos pode inclusive representar o único meio de se abordar certos 

problemas matemáticos e científicos (WOLFRAM, 1994).  

Desta forma, modelos matemáticos/físicos de fenômenos complexos através de 

simulação computacional têm melhorado a compreensão e interpretação de processos 

biológicos do mundo natural. Modelos realísticos baseados em leis físicas geralmente 

resultam em sistemas não lineares de equações diferenciais integrais ou parciais, sendo 
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extremamente comuns em fenômenos biológicos (ERMENTROUT & EDELSTEIN-KESHET,

1993). 

Dentre estes estudos tem-se trabalhos com evolução artificial (algoritmos 

evolutivos), como por exemplo, na seleção de modelos de navegação em insetos 

(DALLE & COLLET, 2001), os quais têm ajudado a interpretação das formas de evolução; 

trabalhos com autômatos celulares (ACs), onde procuram propor AC para diferenciação 

celular que ocorre nos organismos (SILVA & MARTINS, 2003), para compreensão de 

agregação animal (PARRISH & EDELSTEIN-KESHET, 1999), ou seja, de fenômenos 

biológicos que se caracterizam pela extrema complexidade Outros trabalhos que 

buscam relação entre os fenômenos biológicos e modelagens computacionais/físicas são 

as redes neurais artificiais, as quais procuram através dos fenômenos biológicos, propor 

modelos de inteligência artificial e se aproximar da forma de aprendizado dos seres 

vivos. Assim, a interdisciplinaridade tem merecido importância no desenvolvimento de 

qualquer tipo de trabalho, tendo em vista a melhor interpretação dos dados obtidos. 

Embora existam muitas manifestações de auto-organização na natureza e que 

poderiam ser tomadas como casos de estudo, este projeto se propõe a investigar o 

processo de dispersão larval pós-alimentar em moscas das espécies Chrysomya 

megacephala e Musca domestica, após contato com substâncias químicas que atuam no 

sistema nervoso, e que poderão ou não modificar seu comportamento de dispersão, 

devido a seus modos de ação.

Na investigação de fenômenos espaço-temporais, incluindo dispersão larval pós-

alimentar, as ferramentas computacionais mais empregadas e que apresentam maior 

flexibilidade para responder a comportamentos complexos são os autômatos celulares 

(ILACHINSKI, 2001; WOLFRAM, 1994). Estes serão empregados como instrumentos 

básicos de modelagem matemática e simulação computacional neste projeto, sendo 

exemplos tipos do emprego do paradigma bottom-up, podendo ser utilizados na 

modelagem e simulação de fenômenos vinculados a sistemas complexos, 

particularmente aqueles caracterizados por apresentar efeitos de dispersão e outros tipos 

de comportamentos espaço-temporais, muito comuns em ecologia populacional. O 

paradigma bottom-up é caracterizado pela iniciativa de explicar comportamentos de alto 

nível (comportamentos complexos) recorrendo a causas de baixo nível (baseadas em 

leis elementares). 
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Objetivos 

O objetivo básico deste trabalho é procurar dar contribuição a um melhor 

conhecimento dos efeitos de substâncias químicas que atuem no sistema nervoso e 

conseqüentemente no metabolismo e comportamento de moscas, e desta forma buscar 

observar mudanças no desenvolvimento e comportamentais na dispersão larval pós-

alimentar, sendo utilizados modelos e simulações computacionais para melhor 

compreensão e interpretação dos dados de dispersão. Para isto, as fontes de inspiração 

são os sistemas biológicos, em especial o sistema nervoso e como ele atua nos insetos 

para a geração, seleção e coordenação de comportamentos capazes de garantir a 

operação no ambiente.  

A análise do desenvolvimento larval das diferentes espécies em substrato 

alimentar com a presença de substância química teve por objetivo esclarecer aspectos 

do efeito desta droga no incremento de peso por unidade de tempo, como: 

- se a presença desta substância altera o padrão de desenvolvimento larval, e se 

positivo, se ocorre aumento ou diminuição do ganho de massa por tempo; 

- se as espécies respondem da mesma forma à presença desta substância; 

- se diferentes doses desta substância alteram o desenvolvimento larval 

procurando quantificar esta alteração; 

Já o processo de dispersão larval pós-alimentar também foi investigado, 

considerando as duas espécies de dípteros, observando-se os efeitos que as drogas 

produzirão nos imaturos interferindo no comportamento de dispersão dos mesmos. Esta 

investigação é fundamental para se predizer: 

- se as larvas depois de alimentadas e em contato com as drogas, via ingestão ou 

não, podem modificar  ou não seu comportamento de dispersão na procura por um sítio 

de pupação, com relação à distância e profundidade;  

- se as larvas melhor nutridas terão um comportamento diferente das outras, no 

caso de ingestão, sofrendo mais ou menos o efeito da droga e no caso de contato no 

substrato com a droga, poderiam sofrer menor efeito ou não; 

- qual espécie de mosca percorre a maior distância durante o processo de 

competição por local de  enterramento para pupação, e qual é mais susceptível aos 

efeitos  das drogas; 
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- se existe uma diferença de nível de agregação para se empuparem quando se 

considera as diferentes drogas utilizadas; 

- se diferenças na sensibilidade do sexo das moscas às drogas utilizadas; 

- se finalmente, as duas espécies de moscas comportam-se de maneira similar ou 

não em termos de dispersão larval pós-alimentar, com e sem o efeito das drogas. 

A motivação e a justificativa para este tipo de escolha são as seguintes: 

• Os dípteros que serão utilizados neste trabalho têm importância na 

entomologia forense e são considerados pragas do ponto vista 

médico/sanitário/veterinário; desta forma são necessários trabalhos que procurem 

compreender melhor sua biologia e auxiliar no seu controle.  

• Efeitos de substâncias no sistema nervoso destes insetos e no comportamento 

de dispersão larval pós 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. 

• Proposição de novos enfoques de abordagem para o caso de dispersão larval 

pós-alimentar, através de modelagens e simulações computacionais, as quais melhorem 

a compreensão de sistemas biológicos complexos como este envolvendo dispersão.

Material e Métodos 

Para atender os objetivos do presente projeto de pesquisa, foram necessárias cinco 

etapas básicas: 

1. Realização de experimentos para coleta de dados: 

� Coleta e manutenção dos espécimes sob condições experimentais; 

� Formação das densidades larvais; 

� Preparação de arenas de dispersão; 

� Drogas utilizadas, suas disposições e dosagens; 

� Contagem e determinação da distância e profundidade de pupação em 

relação ao ponto de início da dispersão; 

� Determinação do peso das pupas; 

� Sexagem; 

� Mortalidade nos diferentes tratamentos; 
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2. Análise dos dados obtidos procurando relacioná-los aos efeitos que as 

substâncias químicas utilizadas causam no sistema nervoso 

3.  Análise e síntese dos modos básicos de interação dos indivíduos que 

compõem o agregado capaz de expressar comportamento auto-organizado; e possíveis 

modificações devido a atuação de fatores que modifiquem o padrão comportamental. 

4. Modelagem matemática de processos auto-organizados 

5. Simulação computacional  

Coleta e manutenção dos espécimes sob condições experimentais 

Exemplares adultos de C. megacephala e M. domestica (FIGURA 1) foram 

coletados no Instituto de Biociências da UNESP, em Rio Claro, SP. Foi utilizado como 

isca, matéria orgânica de origem animal em decomposição, e os exemplares coletados 

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

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

A alimentação oferecida aos adultos foi de açúcar, água e fígado bovino, sendo 

este último destinado para o fornecimento protéico necessário para o desenvolvimento 

ovariano das fêmeas adultas (LINHARES, 1988). Carne bovina moída foi usada como 

substrato para oviposição das fêmeas grávidas (parentais); estes ovos foram utilizados 

para produção da geração F1. Somente a geração F2 foi utilizada nos experimentos, por 

ser progênie de uma que teve todo o seu desenvolvimento sob condições experimentais.   

Como substratos alimentares para desenvolvimento larval das duas espécies 

estudadas, foram utilizados: meio artificial à base de leite em pó, ágar, levedura de 

cerveja, nipagin e caseína, preparado de acordo com LEAL et al. (1982) e fígado de 

coelho, que não estava previsto no cronograma inicial do projeto, objetivando uma 

comparação com os resultados obtidos na dieta oligídica (dieta composta por produtos 

orgânicos, que procura fornecer todos os nutrientes necessários ao desenvolvimento, 

A B 
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sendo semelhante ao substrato natural de alimentação). Esta dieta artificial foi 

desenvolvida para Calliphoridae; no entanto, também foi utilizada para M. domestica

após um teste piloto, no qual se obteve o desenvolvimento completo de ovo até adulto 

deste Muscidae. 

Análise do desenvolvimento larval 

Os ovos destas espécies foram depositados pelas fêmeas (F1) em macerado de 

carne moída, sendo que imediatamente após a oviposição, os ovos foram separados e 

mantidos em BOD (temperatura de 27±1°C e fotoperíodo de 12 hs) até a eclosão das 

larvas, para a formação das densidades larvais. Foram formadas densidades de 400 

larvas por pote, sendo feitos três experimentos (três réplicas) para cada espécie. Após a 

eclosão, as larvas foram colocadas em potes contendo dieta artificial (LEAL et al., 1982) 

(400 larvas em 125 gramas de dieta – 0,31g/larva) ou fígado de coelho (200 larvas em – 

58,58 ± 4,99 g de fígado) como substrato alimentar, para desenvolvimento das larvas 

(mantendo uma relação 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 

obtenção do fígado, após o tratamento utilizado (controle – sem Diazepam e DL50 - 

tratados com Diazepam). 

Dados que foram obtidos para desenvolvimento larval 

Para a análise 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 pupação, sendo que a primeira pesagem considerou 

larvas recém-eclodidas. 

Em intervalos de seis horas, a massa foi individualmente registrada para uma 

amostra aleatória de 10 larvas de cada recipiente, que foram lavadas e secadas antes da 

pesagem. Após a pesagem (exemplares vivos), as larvas tiveram que ser devolvidas aos 

respectivos frascos, pois caso fossem retiradas, a variação na densidade larval 

(competição intra-específica) 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 análise dos dados sobre a influência das drogas 

presentes. 
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Arenas de pupação

Após 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 diâmetro e de 10 cm de profundidade forradas com areia (Figura 2), nas quais as 

larvas irradiaram para buscar seu sítio de pupação. Estas arenas foram colocadas em 

salas com temperatura variando entre 25ºC e 27ºC, com fotoperíodo de 24 h, ou seja, 

luz total, tendo em vista a tendência das larvas se enterrarem na presença da luz. Sendo 

os eixos x,y posicionados em relação aos pontos cardeais, como mostrado na Figura 2A.

  
FIGURA 2. A - Esquema da arena e disposição dos eixos para obtenção de dados e B - 

foto das arenas utilizadas para estudo da dispersão larval pós-alimentar. 

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

retirada de qualquer substância química presente na mesma e peneirada, para que 

ficasse mais homogênea no tamanho de seus grãos (diâmetro dos grãos < 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 

referência (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 referência (2F e 2D) e 

outra com metade da dose de referência (F/2 e D/2).  

A B 

Norte 

Sul 

Leste Oeste 
x 

  y 
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O volume de areia colocado nas arenas recebia 800 mL de água antes de se 

montarem as arenas e as larvas iniciarem a dispersão, 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 

água necessário para umedecer o substrato. Após a montagem de todas as arenas, 50 mL 

de água eram dispersos pela superfície destas por meio de “spray”, pois o mesmo 

volume era disperso nas arenas tratadas com Fipronil, para desta forma padronizar a 

metodologia de todas as arenas de dispersão larval pós-alimentar. A Tabela 1 abaixo 

mostra a metodologia empregada nas arenas de dispersão. 

TABELA 1. Metodologia utilizada nas arenas de dispersão larval pós -alimentar. 

   Tratamento realizado no substrato 
Denominação do 

tratamento 
Substrato alimentar larval Substrato de pupação 

Controle 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Sem tratamento Dispersão "spray" de 50 mL de água areia 

D/2 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Adição de diazepam (112,5µL) na dieta (125g) Dispersão "spray" de 50 mL de água areia 

D 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Adição de diazepam (225µL) na dieta (125g) Dispersão "spray" de 50 mL de água areia 

2D 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Adição de diazepam (450µL) na dieta (125g) Dispersão "spray" de 50 mL de água areia 

Fígado Controle Fígado de coelho (58,58 ± 4,99 g) Aplicação de 3,02 mL* de solução veiculo Dispersão "spray" de 50 mL de água areia 

Fígado Diazepam Fígado de coelho (58,58 ± 4,99 g) Aplicação de 3,02 mL* de Diazepam NQ 10mg Dispersão "spray" de 50 mL de água areia 

F/2 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Sem tratamento Dispersão "spray" de 0,88 mg de Fipronil (50 mL) areia 

F 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Sem tratamento Dispersão "spray" de 1,76 mg de Fipronil (50 mL) areia 

2F 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Sem tratamento Dispersão "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 água no substrato para pupação (areia), 

visando uma melhor interpretação da dispersão larval pós alimentar, também foram 

obtidos, por meio de amostras de diferentes porções da arena: centro (C) e periferia (P) 

em diferentes profundidades (de 0 a 2 cm; 4 a 6 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 liberação das 

larvas e no momento em que era feita a análise dos dados de dispersão, e posteriormente 

foram levadas a uma estufa e mantidas a 110ºC por 5 dias. Passado este tempo, foi 

obtida a porcentagem de água em cada amostra, nas diferentes regiões da arena. 

Dados que foram obtidos na análise das arenas. 

Após as larvas empuparem, elas foram individualmente localizadas e retiradas da 

areia, sendo medidas para cada uma, em cm, as coordenadas no eixo x,y e a 
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profundidade (z) do local de pupação em relação ao centro, com o auxílio de régua. Por 

meio dos dados de coordenada, foram obtidas a distância de cada pupa do centro de 

irradiação e a distância xyz, como pode ser observado na Figura 3.  A contagem 

começou da periferia para o centro. (FIGURA 4) 

FIGURA 3. Esquema da arena de dispersão e como será calculada a distância xyz. 

FIGURA 4. Metodologia utilizada para obtenção dos dados de dispersão larval pós-
alimentar nas arenas. 

Por meio das coordenadas das pupas encontradas, foram feitos gráficos de 

densidade dos indivíduos de acordo com a distribuição dos indivíduos na arena, como 

proposto por WORTON (1989), com ajuda do programa MATLAB
® 6.5. 

Cada pupa foi individualizada em frascos de plástico e pesada em balança 

analítica da marca Ohaus®, antes que ocorresse a emergência dos adultos. Os dados de 

peso em mg foram anotados na mesma planilha dos outros dados, para futura análise. 

Após a pesagem, cada pupa foi devolvida ao seu respectivo frasco, para após a 

emergência, ser feita a sexagem dos adultos. Também foi observado o número de 

indivíduos mortos nas diferentes dosagens, espécies e drogas analisadas, já que 

substâncias neurotóxicas e neurolépticas foram utilizadas. Neste caso, foi observado o 

número de larvas mortas no substrato de pupação ou mortalidade no estágio de pupa, no 

qual, passados vários dias, não houve a emergência do adulto. 
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Drogas utilizadas, suas disposições e dosagens.   

As substâncias químicas que foram utilizadas têm atuação no sistema nervoso. No 

caso dos inseticidas, foi utilizado o Fipronil (grupo químico: 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 importância 

forense, utilizou-se Diazepam (grupo químico: Benzodiazepínico) (ansiolítico - 

Diazepam NQ ® 10mg - solução injetável – ampola de 2 mL - C16H13ClN2O  - 7-chloro-

1-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 

investigações para melhor compreensão de sua atuação neural (ROGAWSKI & LOSCHER, 

2004). Cabe aqui salientar mais uma vez que estudos sobre o efeito desta substância em 

insetos são escassos. 

Todos os indivíduos utilizados nos diferentes tratamentos tiveram como fonte 

alimentar a dieta artificial proposta por LEAL et al. (1982), a qual possui fontes de 

proteínas e carboidratos que são necessárias para o desenvolvimento destas larvas de 

dípteros; e também fígado de coelho, que não estava previsto no projeto inicial, mas é 

animal modelo em muitos estudos científicos e forenses. 

 Assim, o inseticida foi colocado no substrato de pupação, devido a seu uso na 

agricultura, e o antidepressivo na dieta artificial (LEAL et al., 1982) e/ou injetado no 

coelho, substância que pode estar presente no corpo da vítima (cadáver) em 

investigações médico-criminais. As dosagens utilizadas nos tratamentos foram iguais às 

utilizadas na agricultura, no caso do Fipronil (250g de p.c./ha que corresponde a 2,5.10-3 

mg/cm2, ou seja, 1,76 mg de Fipronil / arena), sendo disperso por meio de “spray” um 

volume total de 50 mL sobre toda a superfície da arena. E no caso do ansiolítico 

(Diazepam), foi colocado na dieta artificial ou injetado no animal-teste (coelho) DL50 

(intravenosa) de coelho, ou seja, 9 mg/Kg (NIOSH, 2004). 

 A aplicação 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 relação à DL50 (9 mg/Kg – intervalo de tempo da administração: de 2 a 

5 minutos). Os animais foram mortos mecanicamente após 45 minutos da administração 

intravenosa. Para esta análise do desenvolvimento, foram feitos apenas dois 

tratamentos: controle (injetado volume do veículo) e DL50 (Diazepam), não sendo 
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consideradas as outras dosagens (DL50/2 e 2*DL50), devido à dificuldade de obtenção 

da droga. 

 Foram utilizadas três dosagens na dieta artificial e no substrato de pupação: 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 concentração utilizada (2F e 

2D),  para todas as substâncias escolhidas, sendo que ao controle não 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. 

FIGURA 5. Esquema de toda a metodologia utilizada no experimento. 
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Análise estatística e utilização de ferramentas computacionais 

  Análise do desenvolvimento larval. 

A análise estatística 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 nível de significância de 5%, sendo que as 

médias dos tratamentos realizados foram comparadas usando-se o teste de comparação 

múltipla de Ducan. 

  Análise da dispersão larval pós-alimentar. 

Testes de ANOVA e de comparação múltipla a posteriori de Bonferroni foram 

utilizados para se testar diferenças entre médias de profundidade e de distância dos 

tratamentos realizados. 

Por meio das coordenadas das pupas encontradas, foram feitos gráficos de 

densidade dos indivíduos de acordo com a distribuição dos indivíduos na arena, como 

proposto por WORTON (1989); e calculada a média da distância mínima entre as pupas e 

a média da mínima distância entre as pupas, nos diferentes tratamentos (doses) e 

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

Chrysomya megacephala (Fabricius) é vista como mosca de importância forense 

em várias partes do mundo, podendo utilizar cadáveres humanos como substrato de 

alimentação larval, auxiliando assim na estimativa do intervalo pós-morte (IPM) em 

investigações médico-criminais. Tal estimativa se baseia no tempo de desenvolvimento 

larval do inseto alvo; entretanto, este período do desenvolvimento pode ou não ser 

alterado quando houver a presença de substâncias químicas junto ao substrato alimentar. 

Estas substâncias, nos estudos forenses, podem ser drogas lícitas ou não, podendo ter 

causado a morte da pessoa ou estarem presentes nos tecidos da vítima por razões 

médicas. Assim, utilizou-se Diazepam NQ® (10mg solução injetável), que foi colocado 

no substrato alimentar (dieta artificial ou fígado de coelho) de C. megacephala em três 

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 fígado 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 27ºC e fotoperíodo de 

12 horas. A taxa de desenvolvimento larval foi obtida por meio da análise da massa das 

larvas em intervalos de seis horas, e o tempo total de desenvolvimento de C. 

megacephala, na situação controle, foi de aproximadamente 78 horas.  Pode-se observar 

que os tratamentos com Diazepam diferiram significativamente do controle, havendo 

um retardo no padrão de desenvolvimento larval da espécie estudada, quando 

comparado com o controle, em ambos os substratos alimentares (fígado e meio 

artificial). As larvas que desenvolveram no fígado nos tratamentos utilizados, 
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apresentaram maior diferença 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 fígado apresentam maiores massas comparadas às que se alimentaram 

de meio artificial. Assim pode-se observar que a presença 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. 

Introdução 

O uso de tranqüilizantes no tratamento clínico, no controle da ansiedade por meio 

de substâncias chamadas ansiolíticas, dentre elas os benzodiapínicos, pode gerar 

mudanças comportamentais, suicídios e, portanto estar relacionado com a morte destes 

usuários (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 prescrições 

e também o uso ilícito de benzodiazepínicos para tratamento de insônia e ansiedade já 

vêm sendo relatados em diversas partes do mundo (WOODS, et al., 1992), e seu controle 

se torna difícil devido à regulamentação nos diferentes países (WOODS, 1998). Dentre 

estes benzodiazepínicos, o Diazepam apresenta um modo de ação relativamente rápido, 

tornando-se assim uma substância bastante prescrita em clínicas e de freqüente uso 

ilícito. 

Diversas drogas lícitas ou não, utilizadas direta ou indiretamente, vêm sendo 

encontradas em cadáveres 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 decomposição do corpo, a 

droga não pode mais ser encontrada facilmente nos tecidos sendo assim, podem-se 

utilizar larvas de insetos que se desenvolveram no mesmo e verificar ou não a presença 

da droga nelas (GOFF et al., 1993; INTRONA et al., 2001; NOLTE et al., 1992).  No 

entanto, estas drogas por permanecerem no tecido dos cadáveres por um intervalo de 

tempo, possibilitando assim sua identificação, têm dificultado a investigação por parte 

dos peritos devido à ação destas na decomposição do corpo e assim, na estimativa do 
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intervalo pós-morte (IPM), que envolve a dedução do intervalo de tempo mínimo e 

máximo entre a morte e a descoberta do corpo. 

Assim, estudos que procurem avaliar mudanças nas concentrações de 

determinadas substâncias sobre diferentes órgãos do cadáver, são importantes para a 

ciência forense. SHIOTA et al. (2004) observaram variações na concentração de 

Diazepam (benzodiazepínico) em diferentes órgãos de rato, logo após sua morte. Esta 

constatação de variação da concentração de uma droga em um tecido é de extrema 

importância na estimativa do IPM, pois uma das metodologias mais eficientes na 

estimativa é a utilização de insetos necrófagos presentes no cadáver (SMITH, 1986). 

Estes insetos se alimentam do substrato em decomposição durante seu desenvolvimento, 

podendo assim indicar o intervalo pós-morte (IPM) (CATTS & GOFF, 1992; SMITH, 

1986) e a variação da concentração da droga poderia alterar seu desenvolvimento 

(CATTS, 1992).  

Caso haja a presença de alguma substância química no substrato de alimentação 

larval, esta pode atuar sobre os indivíduos interferindo nos processos de transmissão 

neural, inibindo ou ativando os mensageiros químicos, causando mudanças fisiológicas, 

no desenvolvimento e no comportamento dos organismos em contato com a mesma 

(OMOTO, 2000; HAYNES, 1988), mudanças estas que podem prejudicar a estimativa do 

IPM (CATTS, 1992; CATTS & GOFF, 1992). Assim os estudos toxicológicos para se 

verificar a presença de drogas no cadáver e o efeito destas drogas nos insetos são 

extremamente importantes para a ciência forense, sendo que se podem observar 

diferentes efeitos de drogas distintas nas diferentes espécies de insetos necrófagos (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). 

Já o efeito da presença de benzodiazepínicos no substrato de alimentação larval foi 

observado por PIEN et al. (2004) na mosca Calliphora vicina, com alterações na 

morfologia de larvas e pupas e a taxa de desenvolvimento larval na presença de 

Nordiazepam. Já 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, ciência 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 é de grande 

importância numa estimativa mais precisa do intervalo pós-morte (IPM). 

Dentre os insetos envolvidos na entomologia forense, a ordem Diptera é uma das 

mais importantes. As moscas-varejeiras do gênero Chrysomya (Família: Calliphoridae) 

têm grande importância na entomologia forense por serem indicadoras de tempo de 

decomposição de cadáveres 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 importância nos estudos forenses, por 

ser uma das espécies que primeiro chega aos corpos em decomposição (GUIMARÃES et 

al., 1978; LOPES DE CARVALHO & LINHARES, 2001) e também por se alimentar dos 

mesmos durante seu estágio larval.  

Desta forma, estudos que observem os efeitos de diferentes drogas em espécies de 

moscas-varejeiras são importantes para a entomologia forense (entomotoxicologia) e 

vêm 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 há a necessidade de mais estudos 

envolvendo diferentes drogas e espécies de importância forense. Assim, este trabalho 

procurou verificar a taxa de desenvolvimento larval, por meio da análise da massa 

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

Material e Métodos 

Coleta e manutenção dos espécimes sob condições experimentais 

Exemplares adultos de C. megacephala foram coletados no Instituto de 

Biociências da UNESP, em Rio Claro, SP. Foi utilizada como isca, matéria orgânica de 

origem animal em decomposição, e os exemplares coletados foram mantidos em gaiolas 

teladas em sala climatizada a 27±1°C e fotoperíodo de 12hs. 

A alimentação oferecida aos adultos foi de açúcar, água e fígado bovino, sendo 

este último destinado para o fornecimento protéico necessário para o desenvolvimento 

ovariano das fêmeas adultas (LINHARES, 1988). Carne bovina moída foi usada como 

substrato para postura pelas fêmeas grávidas (parentais); estes ovos foram utilizados 

para produção da geração F1, sendo que, somente a geração F2 foi empregada nos 

experimentos. 
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Como substratos alimentares para desenvolvimento larval da espécie estudada, 

foram utilizados: meio artificial, à base de leite em pó, ágar, levedura de cerveja, 

nipagin e caseína, preparado de acordo com LEAL et al. (1982), e fígado de coelho, 

objetivando uma comparação com os resultados obtidos na dieta artificial.  

Análise do desenvolvimento larval 

Os ovos desta espécie foram depositados pelas fêmeas (F1) em macerado de carne 

moída, sendo que imediatamente após a postura, os ovos foram separados e mantidos 

em BOD (temperatura de 27±1°C e fotoperíodo de 12 h) até a eclosão das larvas, para a 

formação das densidades larvais.  

Nos experimentos com dieta artificial como substrato alimentar, foram formadas 

densidades de 400 larvas por tratamento, sendo feitos três experimentos (três réplicas), 

sendo que cada réplica era composta por quatro frascos: três frascos com doses 

diferentes de Diazepam e um tratamento controle. Após a eclosão, as larvas foram 

colocadas em frascos contendo meio artificial (LEAL et al., 1982) (400 larvas em 125 

gramas de dieta – 0,31g/larva). 

Já a densidade larval nos tratamentos com substrato alimentar fígado de coelho foi 

de 200 larvas por frasco, devido à menor massa deste substrato alimentar (58,58 ± 4,99g 

de fígado), em relação à 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 obtenção do fígado 

(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 fígado, após 

a aplicação do tratamento utilizado (controle – sem Diazepam e DL50 de coelho - 

tratados com Diazepam). 

Dados que foram obtidos para desenvolvimento larval 

Para a análise 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 pupação. 
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Nestes intervalos de seis horas, a massa foi individualmente registrada para uma 

amostra aleatória de 10 larvas de cada recipiente, que foram lavadas e secadas antes da 

pesagem.  

Após a pesagem, as larvas foram devolvidas aos respectivos frascos, pois caso 

fossem retiradas e/ou mortas para avaliação do seu comprimento, a variação na 

densidade larval (competição intra-específica) 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 nível de agregação larval interferindo nos 

resultados de competição por alimento, o que dificultaria a análise dos dados sob a 

influência das drogas presentes. 

Doses utilizadas.   

Foi utilizado o Diazepam (grupo químico: Benzodiazepínico) (ansiolítico - 

Diazepam NQ® 10mg - solução injetável - LABORATÓRIO NOVAQUÍMICA - ampolas de 2 

mL), por causa de sua importância forense, já que está presente em casos de morte de  

pessoas com necessidade de administração médica desta droga (BERMAN et al., 2005; 

BOND, 1998; DIETCH & JENNINGS, 1988; LESTER, 1995; HALL & ZISOOK, 1981; SZARA 

& LUDFORD, 1980). 

Os indivíduos utilizados nos diferentes tratamentos tiveram como fonte alimentar 

a dieta artificial proposta por LEAL et al. (1982), a qual possui fontes de proteínas e 

carboidratos que são necessárias para o desenvolvimento destas larvas de dípteros; ou 

fígado de coelho, animal modelo em muitos estudos científicos e forenses (DE LETTER

et al., 2002). 

 Assim, o benzodiazepínico foi colocado na dieta artificial (LEAL et al., 1982) e/ou 

injetado no coelho. As doses do ansiolítico (Diazepam) utilizadas nos tratamentos foram 

a DL50 (intravenosa) do animal-teste (coelho), ou seja, 9 mg/Kg (NIOSH, 2004). 

Foram utilizadas três 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 não foi adicionado nada a mais do que o presente na dieta de LEAL et al. 

(1982). 

 A aplicação 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 relação à DL50 (9 mg/Kg – intervalo de tempo da administração: de 2 a 

5 minutos). Os animais foram mortos mecanicamente após 45 minutos da administração 

intravenosa. Para esta análise do desenvolvimento em fígado de coelho, foram feitos 

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

Análise estatística e de outras ferramentas 

A análise estatística de todos os dados coletados no desenvolvimento larval desta 

mosca foi feita no programa SAS®. Análise de variância (ANOVA) e testes de 

comparação múltipla de Duncan foram utilizados comparando as médias de massa dos 

indivíduos nos diferentes tratamentos realizados, utilizando-se nível global de 

significância de 5%. A variável dependente massa foi utilizada nas comparações entre 

os tratamentos, réplicas, tempo e suas interações. 

Resultados e Discussão 

A análise do desenvolvimento larval nos diferentes tratamentos mostrou 

diferenças estatísticas significativas entre as variáveis e interações obtidas em C. 

megacephala: réplicas (3 réplicas dieta + 2 réplicas fígado) (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 padrão de desenvolvimento 

larval, ou seja, as repetições de experimentos (réplicas) e substratos alimentares foram 

significativamente diferentes, a massa sofreu influência da réplica feita, assim como a 

dose também causou efeito no padrão de desenvolvimento. No entanto, quando se 

analisam diferentes substratos alimentares, as réplicas feitas em fígado foram 

semelhantes, já os que se desenvolveram em dieta artificial foram significativamente 

diferentes por análise de comparação múltipla, dados estes que podem ser observados 

na Tabela 1. Tal diferença pode ter sido causada pela sensibilidade da população à 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 ansiolítico reduziu o desenvolvimento, como 

pode ser vizualizado na Figura 1 e 2. 
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TABELA 1. Análise estatística das réplicas e substratos por meio de comparação 
múltipla de Duncan. 

R1 – réplica (dieta) 1, R2 – réplica (dieta) 2, R3 – réplica (dieta) 3, 
 F1 - réplica (fígado) 1 e F2 - réplica (fígado) 2. Letras diferentes indicam diferenças significantes 

entre as réplicas. 

Pela observação dos dados estatísticos das interações [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 padrão 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 interações entre hora x tratamento e hora x 

réplica, sendo que este tipo de observação pode ser visualizado nas Figuras 1 e 2 e 

Tabelas 2, 3.  

No entanto, apesar da diferença observada nas réplicas, o padrão geral obtido entre 

todas elas foi semelhante, ou seja, o ansiolítico 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 diferença observada entre as réplicas, tratamentos e 

substratos alimentares pode ser visualizada também nas Figuras 1 e 2 e Tabelas 2 e 3. 

Na análise do efeito do Diazepam no desenvolvimento larval de C. megacephala

foram montadas três réplicas em dieta artificial, sendo obtidos três gráficos, 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 gráfico de 

desenvolvimento larval sem influência 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 

período de mais rápido crescimento larval (LEVOT et al., 1979). 

Réplicas  
R1 R2 R3 F1 F2
A B C D D 
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FIGURA 1. Gráficos 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 – Réplica 2 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 indivíduos pesados nos diferentes 
tratamentos e réplicas por intervalo de tempo utilizado (6 horas).  Linhas pontilhadas 
delimitando o período de maior crescimento larval estabelecido. 

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

A análise estatística dos dados de desenvolvimento larval de C. megacephala em 

dieta artificial mostrou que as três réplicas são estatisticamente diferentes entre si 

(Tabela 1). No entanto, o Diazepam causou, nas três 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 ansiolítico (Figura 1B, C e D 

e comparando-se os dados de média de massa nos intervalos de tempo, na Tabela 2). 

Foram observadas diferenças estatísticas 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 

presença de Diazepam no substrato alimentar (meio artificial) causou mudanças no 

desenvolvimento larval de C. megacephala nas diferentes doses e na comparação 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 

Média da massa (mg) 
R1 R2 R3 

horas C D/2 D 2D C D/2 D 2D C D/2 D 2D 

0 0.14 0.14 0.13 0.12 0.15 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.13 0.14 

6 0.22 0.18 0.24 0.25 0.22 0.23 0.25 0.26 0.32 0.28 0.34 0.30 

12 0.47 0.52 0.57 0.50 0.49 0.40 0.47 0.52 0.49 0.49 0.49 0.44 

18 0.86 0.89 0.90 0.88 0.76 0.93 0.88 0.93 0.96 0.84 0.80 0.70 

24 1.59 1.66 2.02 1.86 2.01 1.58 2.45 1.97 1.29 1.08 1.32 1.25 

30 3.56 3.70 3.49 3.19 4.48 3.95 4.58 3.81 3.00 2.56 2.96 3.16 

36 6.11 7.49 7.59 6.76 6.80 6.14 8.01 7.30 3.89 4.10 5.20 4.27 

42 11.66 11.05 9.58 9.49 9.63 9.98 10.51 9.76 7.24 5.88 6.16 6.43 

48 22.31 21.35 18.64 16.59 19.17 14.29 19.33 14.09 11.99 11.77 11.68 10.62 

54 35.56 30.38 32.20 22.52 31.88 25.29 26.92 19.78 16.74 18.08 14.53 13.42 

60 49.61 50.25 39.22 37.96 41.70 39.80 32.58 31.54 24.91 34.09 27.93 26.04 

66 65.96 62.53 60.12 43.85 58.58 53.40 49.62 36.96 44.10 45.94 35.18 33.73 

72 73.50 69.93 65.91 59.93 62.80 59.75 60.38 51.57 63.25 57.12 44.57 40.27 

78 78.19 72.71 69.75 70.83 65.21 62.21 62.86 63.91 68.07 66.08 63.97 56.93 

84 77.40 76.16 68.63 72.51 67.07 62.41 66.15 60.16 72.46 73.72 63.69 70.85 

90 84.21 81.55 77.28 75.20 65.99 71.51 67.99 65.37 75.45 78.83 75.00 71.24 
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larvas por tempo foi proporcionalmente menor quanto maior a concentração da droga 

(Figura 1 e Tabela 2).  

A interação 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 

variação conforme a hora observada, ou seja, como pode ser observado também na 

Figura 1, os tratamentos com Diazepam (principalmente o D/2) apresentam às vezes 

valores maiores que o controle, e às vezes, menores.  

O desenvolvimento larval de C. megacephala em fígado 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 indivíduos pesados nos diferentes 
tratamentos e réplicas por intervalo de tempo utilizado (6 horas).  Linhas 

pontilhadas delimitam o período de maior crescimento larval estabelecido. 

  F1 F2 
  C D C D 

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 4.86 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 72.12 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 análise por meio de comparação múltipla do desenvolvimento larval (massa) em 

fígado, mostrou que as réplicas realizadas não se diferenciaram estatisticamente (Tabela 

1). Entretanto, assim como observado no desenvolvimento com meio artificial, o 

desenvolvimento larval em fígado 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 DL50) 

mostraram-se significativamente diferentes nas duas réplicas realizadas (F1[Réplica 1 

fígado]: F=53,91; p<0,0001 e F2 [Réplica 2 fígado]: F=49,24; p<0,0001). A interação 

tratamento x hora também mostrou diferenças 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 comparação múltipla, 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, não se diferenciou do controle, provavelmente pela 

resistência da espécie e ao pequeno efeito desta baixa concentração do ansiolítico.

TABELA 4. Análise estatística dos tratamentos nos réplicas por meio de 
comparação múltipla 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 (fígado) 1 e F2 - réplica (fígado) 2. Letras diferentes indicam diferenças significantes 

entre as réplicas e tratamentos. 

 Pode-se observar também que as réplicas com substrato alimentar fígado de 

coelho, se diferenciam das réplicas com meio artificial (Tabela 1); as médias obtidas no 

substrato alimentar fígado 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 fígado 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 variação na massa nas 

diferentes réplicas e tratamentos foi causada pela influência do substrato alimentar 

utilizado e da dose (tratamento).  

Tal variação 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, músculo, pulmão, fígado) de 

porcos, e estes grupos tiveram diferenças no tempo de desenvolvimento larval em cada 

tratamento feito. CLARK et al. (2006), observaram a mesma mudança no padrão de 

desenvolvimento larval em Lucilia sericata.

Esta variação 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 período de mais rápido 
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crescimento larval). Assim, a Figura 3, a seguir, mostra como este dado variou nos 

tratamentos observados. Para cálculo desta taxa de incremento, foi utilizada a taxa 

média de incremento de massa por período (seis horas) em relação à massa final do 

período de mais rápido crescimento (proposta por VON ZUBEN, 1995). 
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FIGURA 3. Taxa média e desvio padrão do incremento de massa por período em relação 
à massa final do período de mais rápido crescimento larval. Valores da média 
das taxas de incremento e barra de desvio padrão. Substrato alimentar larval: meio 
artificial (R1, R2 e R3) e Fígado 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 padrão obtido das taxas de 

incrementos dos tratamentos não permite tal distinção entre elas, sendo os valores de 

ganho de massa por tempo parecidos.  

Já o período 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 é de 32 h até 72 h, enquanto que nos tratamentos com Diazepam (dieta) o 

intervalo é de 32 h até 84 h. Já nos experimentos com fígado de coelho, em C o 

intervalo é de 30 h até 54 h, já nos tratamentos com Diazepam (dieta) o intervalo é de 

30 h até 60 h. Assim, quando se utiliza o fígado como substrato alimentar, as diferenças 

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

período de desenvolvimento larval é 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 variações no tempo de desenvolvimento dos tratamentos entre os diferentes 

substratos alimentares se devem provavelmente a diferenças físicas e nutricionais entre 

o fígado e a dieta utilizada e, à densidade de indivíduos utilizada permitindo a formação 

de agregados larvais diferentes, como observado por VON ZUBEN (1995) e IRELAND &

TURNER (2006). No entanto, a densidade utilizada no substrato alimentar fígado foi 

menor que no meio artificial, mas o desenvolvimento neste substrato foi mais rápido. 

Diferenças no desenvolvimento larval em aglomerados larvais e tipos de substratos 

alimentares (fígado, cérebro e músculo) vêm sendo observadas em Calliphora vomitoria

por IRELAND & TURNER (2006). 

No desenvolvimento com fígado, ficou evidente também o comportamento 

dinâmico do aglomerado larval, sendo que a atividade de movimentação 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 ansiolítico (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 aceleração no desenvolvimento larval quando em contato com o 

Diazepam. 

Esta diminuição na atividade talvez fosse causada por mudanças fisiológicas nas 

larvas em função do benzodiazepínico presente no meio, tendo em vista sua provável 

atuação sobre o sistema GABAérgico de C. megacephala. Os benzodiazepínicos agem 

interagindo com receptores de neurotransmissores inibitórios diretamente ativados pelo 

GABA (GOODMAN & GILMAN, 2003). Neste caso, podem potencializar a ação dos 

neurotransmissores GABA, atuando sobre os receptores GABAA, ou seja, ocorre um 

maior influxo de íons cloro para o neurônio pós-sináptico, dificultando assim sua 

despolarização e conseqüentemente, causando uma diminuição da velocidade de 

transmissão do impulso neural, o que deprime o sistema nervoso central (GOODMAN &

GILMAN, 2003; ROGAWSKI & LOSCHER, 2004).  

Os benzodiazepínicos, entre eles o Diazepam, têm efeito sobre o sistema nervoso 

central de humanos, podendo causar: sedação, hipnose, diminuição da ansiedade, 

relaxamento muscular, amnésia anterógrada e atividade anticonvulsivante, além de 
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vasodilatação coronária e bloqueio neuromuscular em doses muito altas (GOODMAN &

GILMAN, 2003). 

Este modo de ação dos benzodiazepínicos pode ter causado uma diminuição do 

metabolismo larval de C. megacephala e conseqüentemente uma menor atividade 

dinâmica 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. 

Conclusões 

Os resultados do presente estudo mostraram que o Diazepam altera o padrão 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 entomológicos, caso não seja levada 

em conta a presença desta droga. 

São necessários também mais estudos visando avaliar os efeitos deste ansiolítico 

no metabolismo, nas células e a nível molecular, para uma melhor compreensão dos 

efeitos gerados no desenvolvimento larval, além de mais estudos com outras espécies de 

insetos de importância 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) é uma espécie de distribuição cosmopolita e 

altamente sinantrópica, sendo bastante estudada e tendo importância médico/sanitária, 

veterinária e forense. Este muscídeo pode ser encontrado em cadáveres em 

decomposição tendo potencial uso na entomologia forense na estimativa do IPM 

(Intervalo Pós-Morte). Tal estimativa se baseia no tempo de desenvolvimento larval do 

inseto alvo; entretanto, este período do desenvolvimento pode ou não ser alterado 

quando houver a presença de substâncias químicas junto ao substrato alimentar. Estas 

substâncias, sendo drogas lícitas ou não, podem ter causado a morte da pessoa ou 

estarem presentes nos tecidos da vítima por razões médicas. Assim, utilizou-se 

Diazepam NQ® (10mg solução injetável), que foi colocado no substrato alimentar de 

larvas de M. domestica (dieta artificial ou fígado de coelho) em três 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 fígado 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±0,5º C e 

fotoperíodo de 12 horas. A taxa de desenvolvimento larval foi obtida por meio da 

análise da massa das larvas em intervalos de seis horas, e o tempo total de 

desenvolvimento, na situação controle, de M. domestica foi de aproximadamente 84 

horas. O desenvolvimento larval em fígado não foi bem sucedido; após 42 horas de 

desenvolvimento larval, o aglomerado larval praticamente não existia, ou seja, muitos 

indivíduos não se desenvolveram e acabaram morrendo devido à baixa densidade larval 

sobrevivente. Já na dieta artificial, pode-se observar que os tratamentos com Diazepam 
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diferiram significativamente do controle, havendo um retardo no padrão 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 presença 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. 

Introdução 

O gênero Musca (Diptera, Muscidae) compreende cerca de 60 espécies 

encontradas principalmente no Velho Mundo (CARVALHO, 2002; SACCÁ, 1964). Já no 

Novo Mundo, apenas duas espécies estão presentes, M. autumnalis e M. domestica, 

tendo esta última distribuição cosmopolita e não estando presente apenas nas regiões 

árticas, antárticas e em grandes altitudes (MARICONI et al., 1999). Musca domestica

provavelmente não é originária do Novo Mundo (LEGNER & MCCOY, 1966), sendo 

tratada como espécie exótica. É uma espécie altamente sinantrópica e onívora, o que 

favorece a sua dispersão e distribuição pelos continentes (CARVALHO, 2002; MARICONI

et al., 1999). Consequentemente, ela tem uma grande relação com o ambiente humano 

(GREENBERG, 1971), sendo uma espécie bastante estudada e de importância em várias 

áreas de pesquisa, como de importância médica, pois este muscídeo pode transportar 

formas infectantes de muitas doenças humanas e de animais domésticos, podendo ser 

citadas: febre tifóide, diarréias infantis, carbúnculo, cólera, ascaridíase, coccidioses, 

poliomelite, etc (MARCONDES, 2001).  

Além desta importância médico/sanitária, os nematóides Habronema muscae e H. 

megastoma, que podem causar lesões gástricas cutâneas em eqüinos, desenvolvem-se 

obrigatoriamente em Stomoxys calcitrans e M. domestica, caracterizando assim sua 

importância veterinária (MARCONDES, 2001). SUKONTASON et al. (2004) observaram 

ainda a presença de M. domestica em cadáveres 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 

necrófagos, sendo uma das primeiras espécies que chegaram à carcaça nas primeiras 

horas dos dias no verão.  
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Na entomologia forense, o uso dos insetos pode ajudar os peritos a estimar o 

intervalo pós-morte (IPM), por meio do estudo do desenvolvimento larval de espécies 

ou sucessão faunística presente no cadáver (SMITH, 1986). O IPM envolve a dedução do 

intervalo de tempo mínimo e máximo entre a morte e a descoberta do corpo (CATTS &

GOFF, 1992), sendo uma estimativa de extrema importância nas investigações criminais. 

No entanto, alguns fatores podem prejudicar a estimativa do IPM, tais como se as larvas 

coletadas tiverem sido dessecadas, congeladas ou contaminadas por substâncias 

químicas presentes no cadáver (CATTS, 1992; NUORTEVA et al., 1974), como drogas 

lícitas ou não.  

Os diferentes modos de ação de drogas na decomposição do corpo e no ritmo de 

desenvolvimento de larvas de insetos necrófagos, dentre eles moscas-varejeiras, têm 

dificultado a investigação 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 utilização 

de drogas, lícitas ou não, direta ou indiretamente, são 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 usuários de 

benzodiazepínicos (entre eles Diazepam), têm sido observadas mortes ou mudanças 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 diferenças na 

concentração de Diazepam em vários órgãos de rato, logo após sua morte, vêm sendo 

realizados (SHIOTA et al., 2004), e são de extrema importância para a ciência forense. 

Trabalhos que observem o efeito de benzodizepínicos em moscas de importância 

forense vêm 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. Já 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), ciência 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 

importância numa estimativa mais precisa do intervalo pós-morte (IPM). 

A presença de alguma substância química (drogas clínicas ou inseticidas) no 

substrato de alimentação larval de insetos pode atuar sobre os indivíduos de diferentes 

espécies interferindo nos processos de transmissão neural, inibindo ou ativando os 

mensageiros químicos, causando mudanças fisiológicas, no desenvolvimento e no 

comportamento do organismo em contato com a mesma (OMOTO, 2000; HAYNES, 

1988). Estas mudanças podem levar a uma sub - ou super - estimativa do IPM (CATTS, 

1992), caso evidências entomológicas sejam utilizadas em investigações médico-

criminais e não se considere o efeito de substâncias químicas sobre o desenvolvimento 

larval destes insetos. 

Assim, há a necessidade de estudos que avaliem a presença e os efeitos de 

diferentes substâncias químicas no substrato alimentar em diferentes espécies de 

insetos, para que se possa obter uma melhor estimativa do IPM, nos casos em que 

houver substâncias químicas no cadáver. Este trabalho visa analisar o desenvolvimento 

de M. domestica em diferentes doses de Diazepam, um benzodiazepínico de grande uso 

clínico. 

Material e Métodos 

 Coleta e manutenção dos espécimes sob condições experimentais 

Exemplares adultos de M. domestica foram coletados no Instituto de Biociências 

da UNESP, em Rio Claro, SP. Foi utilizada como isca, matéria orgânica de origem 

animal em decomposição, e os exemplares coletados foram mantidos em gaiolas teladas 

em sala climatizada a 27±1°C e fotoperíodo de 12hs.

A alimentação oferecida aos adultos foi de açúcar, água e fígado bovino, sendo 

este último destinado para o fornecimento protéico necessário para o desenvolvimento 

ovariano das fêmeas adultas (LINHARES, 1988). Carne bovina moída foi usada como 

substrato para postura pelas fêmeas grávidas (parentais); estes ovos foram utilizados 

para produção de geração F1, e somente a geração F2 foi empregada nos experimentos. 

Como substratos alimentares para desenvolvimento larval da espécie estudada, 

foram utilizados: meio artificial, à base de leite em pó, ágar, levedura de cerveja, 
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nipagin e caseína, preparado de acordo com LEAL et al. (1982), e fígado de coelho, 

objetivando uma comparação com os resultados obtidos na dieta artificial.  

.

 Condições do desenvolvimento larval 

Os ovos desta espécie foram depositados pelas fêmeas (F1) em macerado de carne 

moída, sendo que imediatamente após 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 fotoperíodo de 12 h) até a eclosão das larvas, para a formação 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: três frascos com doses 

diferentes de Diazepam e um controle. Após a eclosão, as larvas foram colocadas em 

frascos contendo meio artificial (LEAL et al., 1982) (400 larvas em 125 gramas de dieta 

– 0,31g/larva). 

Já a densidade larval nos tratamentos com substrato alimentar - fígado de coelho - 

foi de 200 larvas por frasco, devido à menor massa deste substrato alimentar (58,58 ± 

4,99g de fígado), em relação à 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 obtenção 

do fígado (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 fígado, após a 

aplicação do tratamento utilizado (controle – sem Diazepam e DL50 de coelho - 

tratados com Diazepam). 

 Droga utilizada e tratamentos considerados 

Foi utilizado o Diazepam (grupo químico: Benzodiazepínico) (ansiolítico - 

Diazepam NQ 10mg - solução injetável - LABORATÓRIO NOVAQUÍMICA - ampolas de 2 

mL), por causa de sua importância 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 investigações para melhor compreensão de sua 

atuação neural (ROGAWSKI & LOSCHER, 2004). Cabe aqui salientar que estudos sobre o 

efeito desta substância em insetos são escassos. 

Os indivíduos utilizados nos diferentes tratamentos tiveram como fonte alimentar 

a dieta artificial proposta por LEAL et al. (1982), a qual possui fontes de proteínas e 

carboidratos que são necessárias para o desenvolvimento destas larvas de dípteros; ou 

fígado de coelho, animal modelo em muitos estudos científicos e forenses (DE LETTER

et al., 2002). 

 Assim, o benzodiazepínico foi colocado na dieta artificial (LEAL et al., 1982) e/ou 

injetado no coelho, imitando situação em que pode estar presente no corpo da vítima 

(cadáver) em investigações médico-criminais. As doses de Diazepam utilizadas nos 

tratamentos foram relacionadas à DL50 (intravenosa) do animal-teste (coelho), ou seja, 

9 mg/Kg (NIOSH, 2004). Foram utilizadas três 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 não foi adicionado nada a mais do que o 

presente na dieta de LEAL et al. (1982). 

 A aplicação 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 relação à DL50 (9 mg/Kg – intervalo de tempo da administração: de 2 a 

5 minutos). Os animais foram mortos mecanicamente após 45 minutos da administração 

intravenosa. Para esta análise do desenvolvimento em fígado de coelho, foram feitos 

apenas dois tratamentos: controle (injetado solução fisiológica 0,9% NaCl) e DL50 

(Diazepam). 

  

Dados obtidos na análise do desenvolvimento larval 

Para a análise do desenvolvimento larval, foram observados valores de massa das 

larvas, em intervalos de seis horas, começando com larvas recém-eclodidas até que se 

completasse o desenvolvimento larval e as mesmas procurassem um local para pupação.
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Nestes intervalos de seis horas, a massa foi individualmente registrada para uma 

amostra aleatória de 10 larvas de cada recipiente, que foram lavadas e secadas antes da 

pesagem.  

Após a pesagem, as larvas foram devolvidas aos respectivos frascos, pois caso 

fossem retiradas e/ou mortas para avaliação do seu comprimento, a variação na 

densidade larval (competição intra-específica) 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 análise dos dados sob a influência das 

drogas presentes. 

 Análise estatística e utilização de ferramentas computacionais 

A análise estatística de todos os dados coletados no desenvolvimento larval desta 

mosca foi feita no programa SAS®. Análise de variância (ANOVA) e testes de 

comparação múltipla de Duncan foram utilizados comparando as médias de massa dos 

indivíduos nos diferentes tratamentos realizados, utilizando nível de significância de 

5%. A variável dependente massa foi utilizada nas comparações entre os tratamentos, 

réplicas, tempo e suas interações. 

Resultados e discussão 

O desenvolvimento larval de M. domestica no substrato alimentar fígado de 

coelho, nos diferentes tratamentos (controle e DL50-coelho), não foi bem sucedido, 

como pode ser observado na figura 1. Pôde-se observar que, após 42 horas de 

desenvolvimento larval, o aglomerado larval praticamente não existia, ou seja, muitos 

indivíduos não se desenvolveram e acabaram morrendo, talvez pela baixa densidade 

larval de M. domestica formando o aglomerado, o que pode dificultar o 

desenvolvimento larval, como já observado por IRELAND & TURNER (2006) e VON 

ZUBEN (1995) em moscas-varejeiras, ou talvez pelo tipo de substrato alimentar 

disponível à espécie, que pode não ter sido muito atrativo para este muscídeo. 
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FIGURA 1. Gráficos 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. 

Já a análise do desenvolvimento larval de M. domestica em meio artificial 

(substrato alimentar) nos diferentes tratamentos foi bem sucedida, e mostrou diferenças 

estatísticas significativas entre algumas variáveis e interações 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 variável dependente 

massa; desta forma, a presença do Diazepam e as réplicas apresentaram influências 

sobre a massa dos indivíduos, como pode também ser observado na Figura 2 e Tabela 1, 

ou seja, o ansiolítico causou significativa redução no ganho de massa por intervalo de 

tempo. Estas diferenças 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 análise das interações pode-se constatar, utilizando um nível de significância 

de 5%, que a distinção entre as massas é causada pelo tratamento e pela réplica; assim, 

o efeito das doses de Diazepam causou mudanças nos valores de massa, mas 

dependente de qual réplica é analisada. No entanto, utilizando-se um nível de 

significância de 1%, não se pode fazer tal afirmação. Assim, a réplica e o tratamento 

podem atuar conjuntamente nos valores de massa obtidos. Esta possível distinção 
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significativa na interação 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 não foi observado em R2.  

 Já interação réplica x hora não foi significativamente diferente, mostrando que a 

média das massas nas diferentes horas analisadas não depende da réplica observada, ou 

seja, os valores são 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 diferença 

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 gráfico de desenvolvimento larval 

sem influência de drogas (Figura 2A).  

FIGURA 2. Gráficos das curvas de 
desenvolvimento montadas por meio da 
média de 10 indivíduos 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
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Analisando-se os gráficos obtidos (Figura 2), pôde-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 diferenças entre os tratamentos (F = 12,12; p = 0,0005); e quanto maior a 

concentração da substância psicotrópica, 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; já nos tratamentos D e 2D entre 48 e 90 horas, sendo que a partir de 90 horas, a 

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

TABELA 1. Média da massa (mg) individual de 10 indivíduos pesados nos diferentes 
tratamentos e réplicas por intervalo de tempo utilizado (6 horas). Linhas 

pontilhadas delimitando o período de maior crescimento larval estabelecido. 

R1 – Réplica 1, R2 – Réplica 2, C – Controle, D/2 – metade da DL50, D – DL50 de 
diazepam para coelho, 2D – o dobro da DL50. 

R1 R2 

horas C D/2 D 2D C D/2 D 2D 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

6 0.08 0.06 0.05 0.04 0.03 0.04 0.03 0.04

12 0.25 0.38 0.28 0.29 0.27 0.36 0.32 0.37

18 0.39 0.60 0.38 0.58 0.57 0.60 0.51 0.56

24 0.57 1.02 0.72 0.93 0.94 1.06 1.02 0.95

30 2.10 2.42 2.03 2.03 2.22 2.29 1.31 1.44

36 3.00 3.57 2.88 2.42 2.96 2.95 2.04 2.08

42 3.37 4.02 2.96 3.05 3.32 3.59 2.99 2.61

48 5.06 5.15 3.16 3.70 5.83 4.45 4.28 3.84

54 6.92 8.24 5.54 4.98 7.46 6.06 5.15 4.04

60 8.46 9.88 7.88 6.75 9.43 8.57 5.71 5.41

66 9.97 10.99 9.48 7.56 10.39 9.95 8.40 7.13

72 12.77 12.49 10.11 9.18 12.27 11.01 10.12 7.82

78 15.98 14.78 12.34 11.63 15.78 13.74 11.09 10.86

84 18.47 16.98 15.27 13.08 18.81 16.48 12.86 12.59

90 19.13 17.23 17.84 18.06 19.48 17.16 17.21 17.26

96 18.80 18.18 18.73 17.98 18.30 18.21 18.09 18.23
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Diferenças 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 

comparação múltipla, pode-se observar que quanto maior a dose utilizada do ansiolítico, 

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 

presença do Diazepam no substrato alimentar alterou o padrão de desenvolvimento 

larval de M. domestica, diminuindo o ganho de massa por tempo principalmente no 

período de mais rápido crescimento (Figura 2 e Tabela 1). 

TABELA 2. Análise estatística dos tratamentos nas réplicas por meio de 
comparação múltipla de Duncan. Letras diferentes indicam diferenças significantes na 

massa dos indivíduos 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 ação do Diazepam sobre o 

metabolismo deste inseto, alterando a atividade metabólica larval e conseqüentemente o 

ganho de massa por tempo. Tal variação 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 

período de mais rápido crescimento larval). Assim, a Figura 3 a seguir, mostra como 

este dado variou nos tratamentos observados. Para cálculo desta taxa de incremento, foi 

utilizada a taxa média de incremento de massa por período (6 horas) em relação à massa 

final do período de mais rápido crescimento (proposta por VON ZUBEN, 1995). 
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Taxa média de incremento de massa por período (6 
horas) em relação à massa final do período de mais 

rápido crescimento
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Figura 3. Taxa média de incremento de massa por período em relação à massa 
final do período de mais rápido crescimento larval. Valores da média das taxas 
de incremento e barra do desvio padrão. 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 não se torna significativamente diferente entre os 

tratamentos (Tabela 3), mas podem-se observar alterações no desvio padrão entre os 

tratamentos, principalmente comparando-se 2D com C e D/2. No entanto, como já foi 

discutido, a análise da massa individual nos diferentes tratamentos mostrou diferença 

significativa. Pode-se observar na Figura 2 e nas análises estatísticas que o Diazepam 

reduziu o ganho de massa nos tratamentos em comparação ao controle, alterando assim, 

o padrão de desenvolvimento larval. Mas esta variação não foi observada nas taxas de 

incremento que mostram o ganho de massa durante o período de mais rápido 

crescimento; isto deve ter relação com o fato dos valores de taxa de incremento terem 

sido obtidos em intervalos muito pequenos (6 em 6h). 

Além disso, analisando o desvio padrão na Figura 3 e as curvas dos tratamentos na 

Figura 2 pode perceber também, que quando se aumenta a dose do benzodiazepínico, 

maior é o desvio padrão obtido no período, e há uma “ondulação” na curva de 

desenvolvimento quando o Diazepam está presente, diferentemente do observado no 

tratamento controle. No controle, o período de mais rápido crescimento apresenta taxas 
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de desenvolvimento mais constantes (sem as ondulações), havendo uma maior 

uniformidade no ganho de massa durante os intervalos analisados (6 h) (fato constatado 

também pelo desvio padrão menor). Assim, a presença do Diazepam acarreta uma 

maior irregularidade no ganho de massa, provavelmente ocasionada pela sensibilidade à 

droga dos indivíduos analisados nas diferentes fases do desenvolvimento, o que causaria 

uma maior variação na amostragem, que é visualizada nos desvios padrão e nas curvas 

de desenvolvimento.  

Esta diminuição na atividade talvez seja causada por mudanças fisiológicas nas 

larvas em função do benzodiazepínico presente no meio, tendo em vista sua provável 

atuação sobre o sistema GABAérgico deste inseto. Os benzodiazepínicos agem 

interagindo com receptores de neurotransmissores inibitórios diretamente ativados pelo 

GABA (GOODMAN & GILMAN, 2003). Neste caso, podem potencializar a ação dos 

neurotransmissores GABA, atuando sobre os receptores GABAA, ou seja, ocorre um 

maior influxo de íons cloro para o neurônio pós-sináptico, dificultando assim sua 

despolarização e conseqüentemente, causando uma diminuição da velocidade de 

transmissão do impulso neural, o que deprime o sistema nervoso central (GOODMAN &

GILMAN, 2003; ROGAWSKI & LOSCHER, 2004).  

Os benzodiazepínicos, entre eles o Diazepam, têm efeito sobre o sistema nervoso 

central, podendo causar em humanos: sedação, hipnose, diminuição da ansiedade, 

relaxamento muscular, amnésia anterógrada e atividade anticonvulsivante, além de 

vasodilatação coronária e bloqueio neuromuscular em doses muito altas (GOODMAN &

GILMAN, 2003). 

Este modo de ação dos benzodiazepínicos pode ter causado uma diminuição do 

metabolismo larval de M. domestica e, conseqüentemente, uma menor atividade 

dinâmica 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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Conclusões 

A presença do Diazepam no substrato alimentar larval alterou o padrão 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 entomológicos, sem levar em conta a 

presença desta droga. No entanto, são necessários também estudos para avaliar os 

efeitos deste ansiolítico e de outras drogas no metabolismo, nas células e a nível 

molecular, para uma melhor compreensão dos efeitos gerados no desenvolvimento 

larval, em diferentes espécies de importância forense.  
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CAPÍTULO 4 

Efeito do Diazepam na dispersão larval pós-alimentar de 

Chrysomya megacephala (F.) (Diptera: Calliphoridae). 
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Resumo 

As larvas de Chrysomya megacephala, após a exaustão dos recursos alimentares, 

abandonam o substrato alimentar em busca de um sítio para pupação, processo chamado 

de dispersão larval pós-alimentar. No entanto, a fonte alimentar larval pode estar 

contaminada com substâncias químicas. Assim, utilizou-se no presente trabalho o 

Diazepam (antidepressivo – Diazepam NQ 10mg - injetável), para avaliar o efeito no 

comportamento de dispersão larval pós-alimentar de Chrysomya megacephala, pois esta 

substância pode interferir nos processos neurológicos, inibindo ou hiperativando os 

neuro-transmissores, podendo causar mudanças fisiológicas (no desenvolvimento e no 

comportamento), as quais têm importância na estimativa do IPM (intervalo pós-morte - 

ciência forense). A dispersão pós-alimentar larval foi analisada em quatro arenas 

circulares (quatro tratamentos) preenchidas com areia, com diâmetro 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; já no fígado, 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 3o instar, foram soltas no centro das arenas (100 larvas 

liberadas em cada tratamento), e posteriormente, após a formação das pupas, os dados 

referentes à profundidade e ao posicionamento de cada pupa na arena foram analisados. 

Foi observado nos tratamentos com Diazepam, que a profundidade de enterramento e a 

distância das pupas do centro de irradiação foram menores que quando comparado à 

arena controle. Tais variações na dispersão foram provavelmente causadas por 

mudanças sensoriais e motoras em virtude da droga utilizada.  
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Introdução 

As moscas-varejeiras do gênero Chrysomya (Família: Calliphoridae) são 

originárias do Velho Mundo e Australásia (GUIMARÃES et al., 1978, 1979) e têm grande 

importância médico-sanitária (GUIMARÃES et al., 1983; FURLANETTO et al., 1984;

ZUMPT, 1965) e forense por serem indicadoras de tempo de decomposição de cadáveres 

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 região 

sudeste na década de 70 (GUIMARÃES et at., 1978; LAURENCE, 1981), e apresenta uma 

grande importância nos estudos forenses, por ser uma das espécies que primeiro chega 

aos corpos em decomposição (GUIMARÃES et al., 1978; LOPES DE CARVALHO &

LINHARES, 2001).  

As moscas-varejeiras utilizam-se destes substratos discretos e efêmeros (corpos 

em decomposição), para posturas dos ovos pelas fêmeas e para alimentação das larvas 

(HANSKI, 1987; PESCHKE et al., 1987), tendo assim importante papel da estimativa do 

intervalo pós-morte (IPM) em humanos, que envolve a dedução do intervalo de tempo 

mínimo e máximo entre a morte e a descoberta do corpo, dado de extrema importância 

nas investigações criminais (SMITH, 1986). 

O estágio larval é o principal período em que ocorre limitação de recursos 

alimentares em moscas-varejeiras (LOMINICKI, 1988), e a competição por esses recursos 

é geralmente do tipo exploratória (REIS et al., 1994), em que cada larva procura ingerir 

o máximo de alimento possível, antes da completa exaustão dos recursos (ULLYETT, 

1950). Após essa competição, as larvas começam a procurar por um sítio de pupação no 

habitat, ou por mais fonte de alimento adicional, no caso daquelas larvas que não 

obtiveram o peso mínimo para a pupação, e esse processo é denominado dispersão 

larval pós-alimentar (GREENBERG, 1990). 

Alguns estudos de dispersão larval em califorídeos vêm sendo realizados desde os 

trabalhos de GRENN (1951) e de NUORTEVA (1977), como o de GREENBERG (1990), e 

outros envolvendo modelos, como os de dispersão larval pós-alimentar em ambiente 

restrito a uma única direção que se basearam em equações de difusão (BASSANEZI et al., 

1997), análises estatísticas (GODOY et al., 1995; GODOY et al., 1996; VON ZUBEN et al., 

1996), sob o enfoque de interações não-locais (BOLDRINI et al., 1997), e através da 
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análise de dispersão em arenas circulares para pupação (GOMES et al., 2002, 2003, 

2005).  

Além disso, estudos de dispersão e outros que observem tipos de comportamentos 

espaço-temporais, muito comuns em ecologia populacional, vêm utilizando modelagens 

físico/matemáticas e simulações de fenômenos em sistemas complexos, para melhor 

compreensão e interpretação dos dados observados (TEWS et al., 2004; ZIV, 1998), 

tendo em vista a grande quantidade de variáveis envolvidas e a interação existente entre 

as mesmas.  

No entanto, ainda não existem trabalhos que observem o comportamento de 

dispersão larval e conseqüente padrão de distribuição espacial nos sítios de pupação, de 

indivíduos em contato com fontes alimentares e/ou substratos de pupação com 

substâncias químicas (inseticidas ou drogas lícitas ou não), as quais podem influenciar 

neste e em outros comportamentos. Estas substâncias químicas podem interferir nos 

processos neurais, inibindo ou hiperativando os mensageiros químicos 

(neurotransmissores), causando mudanças fisiológicas, no desenvolvimento e no 

comportamento do organismo em contato com a mesma (OMOTO, 2000).  

Na ciência forense, casos de mortes de pessoas por utilização de drogas lícitas ou 

não, direta ou indiretamente (ALUNNI-PERRET et al., 2003; CONACHER & WORKMAN, 

1989; DE CHATEAU, 1990; POPE & KATZ, 1994) têm dificultado a investigação por parte 

dos peritos devido à ação destas drogas na decomposição do corpo e no ritmo de 

desenvolvimento de larvas de insetos necrófagos (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). 

Suicídios, mortes ou mudanças de comportamento em usuários de 

benzodiazepínicos (entre eles Diazepam), têm sido observados em vários estudos 

(BERMAN et al. 2005; BOND, 1998; DIETCH & JENNINGS, 1988; GARDNER & COWDRY, 

1985; HALL & ZISOOK, 1981; LESTER, 1995; SZARA & LUDFORD, 1980; WOODS, et al., 

1992). Estudos que procuram observar também mudanças na concentração de Diazepam 

em diferentes órgãos de rato, logo após sua morte, vêm sendo realizados (SHIOTA et al., 

2004), e são de extrema importância para a ciência forense. 

Dentre estes benzodiazepínicos, PIEN et al. (2004) observaram mudanças na 

morfologia de larvas e pupas e na taxas de desenvolvimento larval em Calliphora 
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vicina, utilizando a substância nordiazepam. Já 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 não consideração da dispersão 

pós-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 

dispersão larval pós alimentar destes dípteros, de substâncias químicas presentes tanto 

na fonte alimentar como no substrato de pupação, não têm sido relatados. Assim, o 

objetivo deste estudo é avaliar o efeito do Diazepam (Benzodiazepínico) no padrão de 

comportamento de dispersão larval pós-alimentar de C. megacephala em arenas 

circulares. 

Material e Métodos 

Coleta e manutenção dos espécimes sob condições experimentais 

Exemplares adultos de C. megacephala foram coletados no Instituto de 

Biociências da UNESP, em Rio Claro, SP. Foi utilizada como isca, matéria orgânica de 

origem animal em decomposição, e os exemplares coletados foram mantidos em gaiolas 

teladas em sala climatizada a 27±1°C e fotoperíodo de 12hs. 

A alimentação oferecida aos adultos foi de açúcar, água e fígado bovino, sendo 

este último destinado para o fornecimento protéico necessário para o desenvolvimento 

ovariano das fêmeas adultas (LINHARES, 1988). Carne bovina moída foi usada como 

substrato para postura pelas fêmeas grávidas (parentais); estes ovos foram utilizados 

para produção de geração F1, e somente a geração F2 foi empregada nos experimentos. 

Como substratos alimentares para desenvolvimento larval da espécie estudada, 

foram utilizados: meio artificial, à base de leite em pó, ágar, levedura de cerveja, 

nipagin e caseína, preparado de acordo com LEAL et al. (1982), e fígado de coelho, 

objetivando uma comparação com os resultados obtidos na dieta artificial.  

Os ovos destas espécies foram depositados pelas fêmeas (F1) em macerado de 

carne moída, sendo que imediatamente após a oviposição, os ovos foram separados e 

mantidos em BOD (temperatura de 27±1°C e fotoperíodo de 12 h) até a eclosão das 

larvas, para a formação das densidades larvais. Foram formadas densidades de 400 

larvas por pote, sendo feitos três experimentos (três réplicas) com substrato alimentar 
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dieta artificial e dois experimentos para fígado de coelho. Após a eclosão, as larvas 

foram colocadas em potes contendo dieta artificial (LEAL et al., 1982) (400 larvas em 

125 gramas de dieta – 0,31g/larva) ou fígado de coelho (200 larvas em – 58,58 ± 4,99 g 

de fígado) 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 obtenção do 

fígado, após o tratamento utilizado (controle – sem Diazepam e DL50 - tratados com 

Diazepam). 

Após 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 diâmetro e de 10 cm de profundidade forrada 

com areia [aproximadamente 7 dm3] (Figura 1), na qual as larvas irradiaram para buscar 

seu sítio de pupação. Estas arenas foram colocadas em salas com temperatura variando 

entre 25ºC e 27ºC, com fotoperíodo de 24 h, ou seja, luz total. 

  
FIGURA 1. Esquema e foto das arenas utilizadas para estudo da dispersão larval pós-

alimentar. 

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

retirada de qualquer substância química presente na mesma, e peneirada para que 

ficasse mais homogênea no tamanho de seus grãos (diâmetro dos grãos era menor que 1 

mm), e posteriormente armazenada para ser utilizada na montagem das arenas. Foram 

montadas quatro arenas para análise da dispersão em dieta artificial, sendo uma 

controle, uma com a DL50 do organismo-teste (coelho) (D), uma com dosagem o dobro 

A B 
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da DL50 (2D) e outra com metade da dosagem DL50 (D/2). Já para o fígado de coelho, 

foram montadas duas arenas: Controle (C) e DL50 – coelho (D). 

O volume de areia colocado nas arenas recebia 800 mL de água antes de se montar 

as arenas e iniciar a dispersão, 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 água necessário para 

umedecer o substrato. A Tabela 1 abaixo mostra a metodologia empregada nas arenas 

de dispersão. 

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

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

Dados que foram obtidos na análise das arenas. 

Após 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 pupação em relação ao centro, com o auxílio de régua. Através dos dados de 

coordenada foram obtidas a distância de cada pupa do centro de irradiação e a distância 

xyz, como pode ser observado na Figura 1.  A contagem começou da periferia para o 

centro.  

Por meio das coordenadas das pupas encontradas, foram feitos gráficos de 

densidade dos indivíduos de acordo com a distribuição dos mesmos na arena, como 

proposto por WORTON (1989), com ajuda do programa MATLAB 6.5. 

Cada pupa foi individualizada em frascos de plástico e pesada em balança 

analítica da marca Ohaus®, antes que ocorresse a emergência dos adultos. Os dados de 

peso foram anotados na mesma planilha dos outros dados, para futura análise. 

Após a pesagem, cada pupa foi devolvida ao seu respectivo frasco, para após a 

emergência ser feita a sexagem dos adultos. Também foi observado o número de 

Denominação do 
tratamento 

Substrato alimentar larval 

Controle 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Sem tratamento 

D/2 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Adição de diazepam (112,5µL) na dieta (125g) 

D 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Adição de diazepam (225µL) na dieta (125g) 

2D 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Adição de diazepam (450µL) na dieta (125g) 

Fígado Controle Fígado de coelho (58,58 ± 4,99 g) Aplicação de 3,02 mL* de solução veiculo 

Fígado Diazepam Fígado de coelho (58,58 ± 4,99 g) Aplicação de 3,02 mL* de Diazepam NQ 10mg 
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indivíduos mortos nos diferentes tratamentos (doses de Diazepam e controle), por meio 

do número de larvas mortas no substrato de pupação ou mortalidade no estágio de pupa, 

no qual, passados vários dias, não houve a emergência do adulto. 

Droga utilizada, suas disposições e dosagens.   

Foi utilizado o Diazepam (grupo químico: Benzodiazepínico) (ansiolítico - 

Diazepam NQ 10mg - solução injetável - LABORATÓRIO NOVAQUÍMICA - ampolas de 2 

mL), por causa de sua importância forense, já que está presente em casos de morte de  

pessoas com necessidade de administração médica desta droga (BERMAN et al., 2005; 

BOND, 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 investigações para melhor compreensão de sua 

atuação neural (ROGAWSKI & LOSCHER, 2004). Cabe aqui salientar que estudos sobre o 

efeito desta substância em insetos são escassos. 

Os indivíduos utilizados nos diferentes tratamentos tiveram como fonte alimentar 

a dieta artificial proposta por LEAL et al. (1982), a qual possui fontes de proteínas e 

carboidratos que são necessárias para o desenvolvimento destas larvas de dípteros; ou 

fígado de coelho, animal modelo em muitos estudos científicos e forenses (DE LETTER

et al., 2002). 

 Assim, o benzodiazepínico foi colocado na dieta artificial (LEAL et al., 1982) e/ou 

injetado no coelho, substância que pode estar presente no corpo da vítima (cadáver) em 

investigações médico-criminais. As doses do ansiolítico (Diazepam) utilizadas nos 

tratamentos foram a DL50 (intravenosa) do animal-teste (coelho), ou seja, 9 mg/Kg 

(NIOSH, 2004). Foram utilizadas três 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 não foi adicionado nada a mais do que o presente 

na dieta de LEAL et al. (1982). 

 A aplicação 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 relação à DL50 (9 mg/Kg – intervalo de tempo da administração: de 2 a 

5 minutos). Os animais foram mortos mecanicamente após 45 minutos da administração 
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intravenosa. Para esta análise do desenvolvimento em fígado de coelho, foram feitos 

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

Análise estatística e utilização de ferramentas computacionais. 

Análise de variância (ANOVA) e testes de comparação múltipla de Bonferroni 

foram utilizados comparando as médias de profundidade, de distância e massa dos 

tratamentos realizados, utilizando nível de significância de 5%. 

Por meio das coordenadas das pupas encontradas, foram feitos gráficos de 

densidade dos indivíduos de acordo com a distribuição dos indivíduos na arena, como 

proposto por WORTON (1989); e calculada a média da distância mínima entre as pupas e 

a média da mínima distância entre as pupas, nos diferentes tratamentos (doses) e 

substratos alimentares. As ferramentas utilizadas na melhor interpretação dos dados 

obtidos foram feitas com ajuda do programa MATLAB
® 6.5, sendo obtidos gráficos e 

valores necessários para interpretação dos resultados.    

Resultados e discussão 

A análise do efeito do Diazepam na dispersão larval pós-alimentar de C. 

megacephala pode ser feita pela observação da Tabela 2, a qual mostra a média dos 

dados obtidos referentes às pupas (coordenadas, profundidade, distância do centro de 

irradiação, Distância 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 dispersão 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. 

média x y 
profundidade 

(cm) 
Distância xy 

(cm) 
Distância xyz 

(cm) 
Massa indivíduo 

(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 

Dieta R1 

2D -0,94 0,01 5,16  8,20 10,13 52,4 

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 

Dieta R2 

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 

Dieta R3 

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 Fígado 
Coelho D -0,79 -0,51 5,42 8,76 10,69 55,4 

A análise da variável dependente profundidade nas réplicas realizadas com meio 

artificial não diferiram significativamente entre si (F = 1,73; p = 0,18), mas a distância 

foi significativamente diferente entre elas (F = 24,95; p = 2,51*10-11). Tal diferença 

obtida provavelmente se deve à réplica 3 (R3), no qual as médias de distância xy 

obtidas são 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*10-07) da localização das pupas, ou seja, na localização do sítio de 

pupação, sendo que o controle possui a maior profundidade e esta vai diminuindo 

quanto maior a dose de Diazepam utilizada (Tabela 2). Por meio da análise de 

comparação múltipla, a média de profundidade do tratamento 2D é estatisticamente 

diferente das demais; no entanto, as outras médias não são significativamente diferentes 

entre si (valores da média de profundidade de  2D menores que os outros tratamentos, 

como pode ser observado na Tabela 2). A interação entre réplica x tratamento não 

apresentou significância (F = 1,91; p = 0,08) quando se analisa a profundidade, ou seja, 

apenas o tratamento causou mudanças na profundidade das pupas encontradas. 
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Já analisando a variável dependente Distância (xy) nos experimentos com dieta 

artificial, pode-se observar também que o tratamento influenciou na distância percorrida 

pelas larvas (F = 2,78; p = 0,040), diminuindo a dispersão do centro quanto maior a 

dosagem utilizada (Tabela 2). No entanto, as réplicas se diferenciaram 

significativamente (F = 24,95; p = 2,51*10-11). Já a interação réplica x tratamento não 

diferiu significativamente (F = 1,19; p = 0,31). Assim, o tratamento e a réplica atuaram 

na variação entre as distâncias, mas o efeito de cada um parece que não foi dependente 

do outro. Na Tabela 2, vê-se que a réplica 1 (R1) teve as médias de distância mais altas, 

e a réplica 3, as mais baixas. Isso aconteceu para todos os tratamentos destas duas 

réplicas. Quanto aos tratamentos, vê-se que em geral o Controle teve distâncias em 

média maiores, mas o teste de comparações múltiplas constatou diferença significativa 

apenas entre o Controle e o tratamento 2D. Assim, apenas a dose 2D apresentou 

diferença significativa em relação à distância (xy) de dispersão larval, como também foi 

observado em relação à profundidade. Desta forma, a presença de Diazepam causou 

uma diminuição na distância e profundidade de escolha de um sítio para pupação 

comparado ao controle (sem a droga) (Tabela 2).  

Desta forma, o ansiolítico presente no substrato de alimentação causou uma 

mudança do padrão de dispersão larval, conseqüência de prováveis mudanças 

fisiológicas (metabólicas e sensoriais) nas larvas presentes nestes tratamentos. Tal 

mudança metabólica pôde ser observada no comportamento dinâmico do agregado 

larval dentro dos frascos, onde foi observada uma menor atividade dinâmica do 

aglomerado larval. Esta menor atividade de deslocamento poderia ter se refletido 

também no comportamento de dispersão no substrato de pupação (fato discutido 

anteriormente), nos tratamentos em que o ansiolítico (Diazepam) estava presente.  

Esta modificação da atividade dinâmica é provavelmente causada pelo modo de 

atuação dos benzodiazepínicos no sistema nervoso (ROGAWSKI & LOSCHER, 2004), 

acarretando provavelmente uma diminuição da atividade metabólica e 

conseqüentemente na movimentação das larvas no substrato. O ansiolítico pode ter 

afetado também o sistema sensorial larval, pois trata-se de uma substância que funciona 

como um neurotransmissor, a qual pode modificar o estado de equilíbrio do sistema 

nervoso, podendo assim afetar e alterar o padrão de dispersão larval com uma 

diminuição da distância percorrida pelas larvas.
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Tal padrão de dispersão diferenciado também pode ser confirmado por meio da 

análise da Figura 6 (gráficos densidade / distribuição obtidos, como proposto por 

WORTON, 1989), em que fica constatado que as larvas que se alimentaram de dieta ou 

fígado tratado com Diazepam se distribuíram mais próximas ao centro de dispersão 

((x,y);(0,0)). Os gráficos do controle densidade/distribuição e dispersão xy, comparados 

com os tratamentos com o ansiolítico, apresentam picos mais “planos” ou área das 

curvas de nível maiores, o que indica uma densidade de indivíduos mais distribuídos 

nas arenas. Já nos tratamentos com Diazepam, as pupas estão mais próximas ao centro 

de dispersão, ou seja, picos maiores e áreas menores, como podem ser observados na 

Figura 2, comparando-se os tratamentos nas réplicas (Figura 2A, 2B e 2C). As cores 

presentes no gráfico representam a grandeza da densidade (em relação ao número de 

pupas encontradas) de indivíduos distribuídos nas arenas, cores tendendo ao vermelho 

indicam maior quantidade de indivíduos distribuídos em determinada região da arena e 

cores tendendo ao azul menor quantidade. 
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A 

FIGURA 2. Gráficos de Distribuição/densidade e Dispersão x,y das pupas nas arenas nos diferentes tratamentos 
de Diazepam em dieta artificial, nas três réplicas . A - Análise em 3 dimensões da distribuição, B -  Análise 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.

B 

A 

B 

A 

B 
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O tipo de dieta utilizado no desenvolvimento larval deste díptero também causou 

mudanças no padrão de dispersão larval. Em relação a distância (xy), pode se observar 

que o efeito do tipo de substrato de alimentação larval (meio artificial ou fígado de 

coelho) (F = 10,44; p = 0,0013) e dos tratamentos (C e D) (F = 4,06; p = 0,043) são 

significantes, ou seja, mudar do fígado para o meio artificial tem influência na distância 

caminhada a partir do centro de dispersão e mudar do tratamento C - controle para D-

Diazepam (DL50) (em fígado) também tem influência na distância. Como a interação 

substrato x tratamento não foi significante (F = 0,0043; p = 0,95), concluímos que o 

tratamento altera a distância percorrida e o substrato alimentar também, mas de formas 

independentes. O sexo das larvas também não mostrou ter influência na distância 

caminhada para todos os tratamentos, substratos alimentares e réplicas realizadas (F = 

0,14; p = 0,87). Já as interações não foram significativas quando se analisa a distância: 

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, não dependendo 

do sexo nem do substrato alimentar. Analisando-se o substrato alimentar, pode observar 

que as larvas que se desenvolveram no fígado caminharam mais na busca de um sítio de 

pupação comparando com o meio artificial, tanto no tratamento C quanto no D e para 

ambos sexos. Tal variação pode estar relacionada à massa obtida nos diferentes 

substratos alimentares e a densidade do agregado larval. 

Tabela 3. Comparação entre as distâncias xy (cm) percorridas na dispersão larval pós 
alimentar de C. megacephala, nos diferentes tratamentos, sexo e substratos alimentares. 

Tratamento Subs. Alimen. Sexo 
  Indet.* M F Total 

Dieta 8.29 8.42 8.46 8.38 
C Fígado 8.99 9.38 9.17 9.15 

 Total 8.55 8.77 8.67 8.65 
Dieta 8.19 7.50 7.91 7.96 

D Fígado 8.84 9.04 8.19 8.76 

 Total 8.41 8.16 8.01 8.25 
Dieta 8.24 8.02 8.22 8.17 

Total Fígado 8.92 9.21 8.67 8.96 

  Total 8.48 8.49 8.37 8.45 
Indet* - indeterminado devido a não emergência do adulto. M – macho, F – fêmea. C – controle, D 

– DL50 de Diazepam para coelho. 



                                         Capítulo 4 – Diazepam e dispersão larval de Chrysomya megacephala 83

Em relação à profundidade, assim como observado em relação à distância, 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 não mostrou ter influência na profundidade caminhada 

para todos os tratamentos, substratos alimentares e réplicas realizadas (F = 0,41; p = 

0,66), como observado para a distância. As interações não 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 não são dependentes um do outro. 

Os indivíduos submetidos ao tratamento controle escolheram seu sítio de pupação 

mais profundamente que os indivíduos submetidos ao tratamento D, não importando o 

sexo e o substrato alimentar (tabela 4). Já a profundidade do sítio de pupação nas larvas 

que se desenvolveram no fígado foi geralmente menor que a observada nos tratamentos 

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

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

Tratamento Subs. Alimen. Sexo 
  Indet.* M F Total 

Dieta 6.40 6.55 5.98 6.32 
C Fígado 5.82 5.79 6.49 5.96 

 Total 6.18 6.27 6.13 6.20 
Dieta 6.02 5.87 5.93 5.96 

D Fígado 5.15 5.91 5.27 5.42 

 Total 5.73 5.89 5.69 5.77 
Dieta 6.19 6.26 5.96 6.15 

Total Fígado 5.49 5.85 5.87 5.69 

  Total 5.95 6.10 5.93 5.99 
Indet* - indeterminado devido a não emergência do adulto.  

M – macho, F – fêmea. C – controle, D – DL50 de Diazepam para coelho.

Nas arenas em que as larvas receberam como substrato alimentar fígado de coelho 

(Tabela 2), pôde-se observar o mesmo resultado obtido nas arenas em que as larvas se 

alimentaram de dieta, ou seja, a distância e a profundidade percorrida pelas larvas em 

contato com o benzodiazepínico foi menor que as observadas nas arenas controle.  
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A Figura 3 mostra o padrão de dispersão larval pós-alimentar de C. megacephala

em cada um dos tratamentos (controle e DL50 de coelho do Diazepam) em fígado, por 

meio de gráficos de distribuição/densidade (WORTON, 1989) e dispersão x,y. Assim 

como observado no substrato alimentar, a presença do Diazepam causou uma maior 

densidade de indivíduos nas regiões centrais (picos mais pronunciados) em comparação 

ao controle. Esta maior densidade de indivíduos nas regiões mais centrais se refletiu na 

menor média de distância obtida, e discutida anteriormente, nos tratamentos em que o 

Diazepam estava presente.   

FIGURA 3. Gráficos de Distribuição/densidade e Dispersão x,y das pupas nas 
arenas nos diferentes tratamentos de Diazepam em fígado de coelho. A - Análise em 3 
dimensões da distribuição, B - Análise da base.  

Assim apesar dos substratos apresentarem semelhanças no efeito do ansiolítico 

utilizado, pôde-se observar nas Tabelas 3 e 4, mudanças na média das variáveis obtidas 

para análise de dispersão quando se compara tratamentos iguais e diferentes substratos 

alimentares (meio artificial e fígado de coelho), tal diferença observada poderia ser 

A

B
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causado pelo efeito da massa na dispersão larval, como já observado por GOMES et al.

(2006), onde foram relatadas correlações entre massa, distância e profundidade em C. 

megacephala e C. albiceps em diferentes condições experimentais. 

Com relação ao efeito da massa, vê-se que o substrato tem um efeito significante 

(F = 13,85; p = 0,00021) e a interação entre o substrato e o tratamento também (F = 

5,28; p = 0,0218). Já 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 será 

dependente do substrato alimentar. 

Pode-se observar na Tabela 5, que a massa total nos tratamentos é praticamente a 

mesma, por isso o efeito do tratamento não é significante, ao nível de 5%. Já o efeito do 

substrato alimentar mostra que os indivíduos tratados com fígado possuem maior massa 

que os tratados com meio artificial; assim, a massa pode ter sido a responsável pela 

mudança no padrão de dispersão larval em diferentes substratos alimentares.  

TABELA 5. Comparação 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 Fígado 59.97 60.89 57.77 59.78

 Total 55.74 55.82 54.16 55.35
Dieta 56.16 52.29 52.38 54.34

D Fígado 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 Fígado 57.87 58.46 55.77 57.59

  Total 55.88 54.93 53.59 55.04
Indet* - indeterminado devido a não emergência do adulto.  

M – macho, F – fêmea. C – controle, D – DL50 de Diazepam para coelho.

Além da escolha do sítio de pupação que pode ter sido influenciada pela massa das 

larvas, a emergência e sobrevivência das pupas nas diferentes regiões da arena 

(profundidade e distância) também podem ter sido afetadas pela massa dos indivíduos e 

pela substância química utilizada. Assim as Figuras 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 e 11 procuram 

informar a preferência na escolha do sítio de pupação e a sobrevivência nos diferentes 
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tratamentos e porções da arena, e as Tabelas 6 e 7 mostram os valores da média das 

variáveis observadas entre pupas com ou sem emergência de adultos. 

Observando as Figura 4, 6, 8 e 10, as quais mostram a distribuição das pupas, em 

que foi observada a emergência de adultos, em relação à profundidade e distância do 

centro de dispersão, pode–se perceber que quando se utiliza o substrato alimentar fígado 

de coelho, no tratamento C, há menor variação nos valores de porcentagem de 

sobrevivência tanto em relação à profundidade, como à distância, com menores valores 

de sobrevivência em profundidades e distâncias intermediárias (Figuras 4 e 6, 

analisando o controle). Já na dieta artificial, a sobrevivência foi maior nas regiões mais 

próximas à superfície e mais próximas ao centro de dispersão, diminuindo na medida 

em que se aumentam a distância e profundidade (Figuras 8 e 10). Estas variações podem 

ter sido influenciadas por diversos fatores, desde o efeito do substrato, da massa das 

larvas até mesmo de fatores presentes no meio de dispersão, como umidade, 

temperatura, as quais poderiam atuar sobre a escolha das larvas por meio da preferência 

sensorial. 

A preferência 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 

preferência no fígado de se encontrar maior quantidade de pupas em maior 

profundidade que na dieta (Figuras 5 e 9), o que já foi discutido anteriormente (Tabelas 

2 e 4). Já em relação à distância, esta parece não ter variado muito com o susbtrato 

alimentar, sendo que no fígado pode-se perceber uma ligeira tendência 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).  

Já em relação aos diferentes tratamentos em um mesmo substrato alimentar, no 

fígado pode-se perceber que a porcentagem de emergência quando o Diazepam estava 

presente, em relação à profundidade, tendeu a aumentar nas maiores profundidades e 

diminuir nas pupas próximas à superfície (Figura 4), sendo que a preferência pela 

escolha do sítio foi nas menores profundidades (Figura 5). Já na dieta, a sobrevivência 

comparada ao controle aumentou em D/2 e diminuiu em D e 2D, sendo que as pupas 

próximas à superfície mantiveram a emergência de adultos parecida ao controle (Figura 

8). No entanto, a preferência pela escolha do sítio em relação a profundidade, pareceu 
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ser semelhante em D/2 e D, já em 2D houve uma maior quantidade de pupas nas regiões 

mais superficiais (Figura 9). 

 Já em relação à distância, o Diazepam no fígado tendeu causar uma diminuição da 

distância na escolha do sítio de pupação (Figura 7); já a sobrevivência das larvas 

diminuiu nas regiões mais próximas à superfície (Figura 4) e aumentou um pouco nas 

regiões intermediária de distância (3-12 cm) do centro (Figura 6). Na dieta, 

comparando-se ao controle, o Diazepam aumentou a sobrevivência das pupas em geral 

no tratamento D/2 e diminuiu nos tratamentos D e 2D (Figura 10). Já a preferência da 

distância para escolha do sítio de pupação parece não ter sofrido mudanças 

significativas (Figura 11). 

50
,0

0

38
,4

6

63
,6

4

56
,4

1

38
,6

4 48
,8

957
,1

4

59
,3

8

61
,7

6

60
,7

1

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

90,00

100,00

C D

Tratamentos e intervalos entre profundidades (cm)

P
o

rc
en

ta
g

em
 d

e 
so

b
re

vi
vê

n
ci

a
N

ú
m

er
o

 d
e 

p
u

p
as

 e
n

co
n

tr
ad

as

  0-2      2-4     4-6    6-8   8-10    0-2      2-4     4-6    6-8   8-10 

FIGURA 4. Porcentagem de emergência de adultos das pupas encontradas nos 
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alimentar fígado de coelho. C – controle, D – DL50 de Diazepam para coelho.
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distância 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, pôde-se perceber que a presença de Diazepam em 

altas dosagens no substrato de alimentação larval, reduziu os valores de todas as 

variáveis observadas não importando o grupo de pupas analisado, ou seja, pupas em que 

houve (Tabela 6) ou não a emergência do adulto (Tabela 7). 

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

   
Média das pupas em que houve emergência de adultos 

Desvio padrão entre parênteses. 

Tratamento Profundidade (cm) Distância xy (cm) Massa (mg) 
C 6.08 (2.29) 9.29 (3.49) 59.6 (9.56)

Fígado 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)

D/2 6.42 (2.28) 8.10 (3.32) 51.6 (7.11)

D 5.90 (2.40) 7.70 (3.30) 52.3 (7.54)

Meio 
artificial 

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 padrão da distância, profundidade e massa das pupas 
em que não houve emergência do adulto de C. megacephala, no diferentes tratamentos e 
substratos alimentares. 

   
Média das pupas em que não houve emergência de adultos 

Desvio padrão entre parênteses. 

Tratamento Profundidade (cm) Distância xy (cm) Massa (mg) 
C 5.82 (2.16) 8.99 (3.21) 59.97 (8.09)

Fígado 
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)

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

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 dispersão larval e escolha do sítio de 

pupação é o efeito da vizinhança sobre as pupas. BOLDRINI et al. (1997) analisaram a 

dispersão larval pós-alimentar de moscas varejeiras por meio de modelos matemáticos e 

observaram que o efeito da vizinhança influencia a escolha do local de pupação, 

principalmente de C. megacephala e C. putoria. Desta forma, a escolha do sítio de 

pupação pode ser influenciada pela localização de pupas próximas. No entanto, as 

presenças de substâncias químicas em contato com as larvas poderiam influenciar a 

percepção da vizinhança e assim modificar a distância entre pupas vizinhas. 

Foram também obtidos valores para cada arena de dispersão, da média da 

distância entre as pupas e da média da distância mínima entre pupas para avaliação de 

prováveis mudanças na escolha do sítio de pupação e do efeito da vizinhança pelas 

interações não locais. 

 A Figura 12 mostra a distribuição da distância mínima entre pupas mais 

próximas nos diferentes tratamentos e a Tabela 8, a média da distância entre pupas e a 

média da distância mínima entre pupas e a respectivos valores de variância. Os 

tratamentos não se diferenciaram entre si, observando-se a distância mínima 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; 

Fígado: F = 1.0711; p = 0.3020). 
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TABELA 8. Média e variância da distância entre pupas e da distância mínima entre 
pupas.  

Média da Distância 
entre pupas Variância 

Média das Distâncias 
mínimas entre as pupas Variância 

C 10.03 22.45 1.89 0.24 
D/2 11.46 26.3 2.68 0.45 
D 8.77 20.59 1.8 0.23 

R1
2D 9.38 27.43 2.2 0.53 

C 10.38 23.7 1.91 0.25 
D/2 10.64 24.16 2.38 0.37 
D 9.25 19.6 1.94 0.22 

R2
2D 10.51 27.08 2.32 0.52 

C 9.945 25.03 2.335 0.505 
D/2 9.845 25.588 2.414 0.571 
D 9.745 26.146 2.493 0.637 

R3
2D 9.645 26.704 2.572 0.703 

C 12.89 32.61 1.79 0.21 F 
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 Fígado 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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 Assim, os tratamentos não se diferenciaram entre si quando analisamos a 

distância mínima, ou seja, apesar do volume de dispersão (densidade) ser menor nos 

tratamentos com Diazepam (Figuras 2 e 3) comparados ao controle, a distância mínima 

entre pupas não foi diferente. Portanto, as larvas que tiveram contato com o 

benzodiazepínico percorreram menor distância e profundidade na escolha do sítio de 

pupação em comparação ao controle, mas mesmo assim a distância mínima entre pupas 

não foi significativamente diferente nos diferentes tratamentos. Outro fator que pode 

influenciar a distância entre as pupas é o número de indivíduos encontrados nas arenas 

nos diferentes tratamentos. Entretanto não foi observada grande variação no número 

final de pupas encontradas em nenhuma das réplicas feitas.  

 Para que a distância mínima seja semelhante em todos os tratamentos, mesmo 

observando que as larvas em contato com Diazepam dispersaram-se menos que as do 

tratamento controle, é necessário que ocorra picos de densidade em diferentes porções 

das arenas, ou seja, assim como a presença de uma pupa pode interferir na escolha do 

sítio de pupação (BOLDRINI et al.,1997) a ausência também interfira. Desta forma, a 

presença destes picos de densidade de pupas permite que mesmo dispersando mais 

(maiores distâncias e profundidades), a distância mínima seja parecida à observada nos 

tratamentos com Diazepam onde a dispersão foi menor (2D). Assim o processo de 

escolha de um sítio de pupação parece ter relação com a localização de outras pupas no 

substrato atraindo e repelindo as larvas. 

 Nos tratamentos 2D, pode-se observar que a dispersão larval foi alterada 

comparada ao controle, diminuindo a distância e profundidade de escolha do sítio de 

pupação, mas pode se perceber também que a maior densidade de pupas nas arenas se 

concentra próxima ao centro. No entanto, as larvas mais distantes parecem isoladas das 

outras, o que acarreta em uma distância mínima maior devido à não aglomeração de 

pupas em determinados locais das arenas. Assim, as larvas que tiveram contato com 

Diazepam parecem ter sofrido influência na dinâmica de movimentação, diminuindo-a, 

e na percepção sensorial das larvas circunvizinhas, não sendo atraídas e nem repelidas. 

Esta possível forma de escolha do sítio de pupação e a localização das pupas pode 

explicar a não diferença nas distâncias mínimas, mesmo diminuindo o volume de 

dispersão larval pelo efeito da droga no comportamento das larvas. 
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Tal modificação no padrão de dispersão larval pode ter relação com uma 

diminuição na atividade dinâmica do agregado larval causada por mudanças fisiológicas 

nas larvas em função do benzodiazepínico presente no meio, tendo em vista sua 

provável atuação sobre o sistema GABAérgico C. megacephala. Os benzodiazepínicos 

agem interagindo com receptores de neurotransmissores inibitórios diretamente ativados 

pelo GABA (GOODMAN & GILMAN, 2003). Neste caso, podem potencializar a ação dos 

neurotransmissores GABA, atuando sobre os receptores GABAA, ou seja, ocorre um 

maior influxo de íons cloro para o neurônio pós-sináptico, dificultando assim sua 

despolarização e conseqüentemente, causando uma diminuição da velocidade de 

transmissão do impulso neural, o que deprime o sistema nervoso central (GOODMAN &

GILMAN, 2003; ROGAWSKI & LOSCHER, 2004).  

Em humanos, os benzodiazepínicos, entre eles o Diazepam, têm efeito sobre o 

sistema nervoso central, podendo causar: sedação, hipnose, diminuição da ansiedade, 

relaxamento muscular, amnésia anterógrada e atividade anticonvulsivante, além de 

vasodilatação coronária e bloqueio neuromuscular em doses muito altas (GOODMAN &

GILMAN, 2003). 

Este modo de ação dos benzodiazepínicos pode ter causado uma diminuição do 

metabolismo larval e conseqüentemente uma menor atividade dinâmica do agregado 

larval em ambos os substratos alimentares, acarretando uma alteração no 

comportamento de dispersão larval pós-alimentar, como é observado na distribuição das 

pupas nas arenas 2D, principalmente, as quais se diferenciaram significativamente do 

controle. 

Conclusões 

Os resultados do presente estudo mostraram que o Diazepam altera o padrão do 

comportamento de dispersão larval pós-alimentar de C. megacephala, diminuindo a 

distância e a profundidade na escolha do sítio de pupação, quando comparado com o 

controle.  

São necessários também mais estudos visando avaliar os efeitos deste ansiolítico 

no metabolismo do inseto e também a nível celular e molecular, para uma melhor 

compreensão dos efeitos gerados no comportamento de dispersão larval pós-alimentar. 

Cabe aqui salientar que mais estudos com outras espécies de insetos de importância 
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forense e também com diferentes substâncias e suas respectivas dosagens, fazem-se 

necessários, para uma melhor compreensão do efeito de substâncias químicas sobre 

insetos importantes médico-criminais.  
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CAPÍTULO 5 

Efeito do Diazepam na dispersão larval pós-alimentar de  
Musca domestica (L.) (Diptera: Muscidae) 
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Resumo 

As larvas de Musca domestica, após a exaustão dos recursos alimentares, abandonam o 

substrato alimentar em busca de um sítio para pupação, processo chamado de dispersão 

larval pós-alimentar. No entanto, em ambiente natural, tanto a fonte alimentar larval 

como o substrato de pupação podem estar contaminados com substâncias químicas. 

Assim, foi utilizado Diazepam no substrato alimentar das larvas (antidepressivo – 

Diazepam NQ 10mg - injetável) para avaliar o efeito no comportamento de dispersão 

larval pós-alimentar de Musca doemstica, pois esta substância pode interferir nos 

processos neurológicos, inibindo ou hiperativando os neuro-transmissores, podendo 

causar mudanças fisiológicas (no desenvolvimento e no comportamento), as quais têm 

importância na estimativa do IPM (intervalo pós-morte - entomologia forense). A 

dispersão pós-alimentar larval foi realizada em quatro arenas circulares (Controle, Dose 

referência (DL50 coelho = 9mg/kg), metade da dose referência e o dobro da dose 

referência - com réplicas) preenchidas com areia, com diâmetro de 30 cm e 

profundidade 10 cm. As larvas, ao atingirem o 3o instar, foram soltas no centro das 

arenas (100 larvas liberadas em cada tratamento), e posteriormente, após a formação das 

pupas, os dados referentes à profundidade e ao posicionamento de cada pupa na arena 

foram analisados. Foi observado nos tratamentos com Diazepam, que a profundidade de 

enterramento e a distância das pupas do centro de irradiação foram alteradas, de forma 

diferente nos diferentes tratamentos, quando comparadas ao tratamento controle. Tais 

variações na dispersão foram provavelmente causadas por mudanças sensoriais e 

motoras em virtude da droga utilizada.  
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Introdução 

A referência que é feita ao nome mosca doméstica refere-se à espécie conhecida 

cientificamente como Musca domestica (Linnaeus), um díptero da família Muscidae que 

pode ser considerado uma mosca de distribuição cosmopolita, não ocorrendo apenas nas 

regiões árticas e antárticas e em grande altitudes (MARICONI et al., 1999).  

Musca domestica é uma espécie altamente sinantrópica e onívora, o que favorece 

a sua dispersão e distribuição pelos continentes (MARICONI et al., 1999). 

Conseqüentemente, tem uma grande relação com o ambiente humano (GREENBERG, 

1971), sendo uma espécie bastante estudada e de importância em várias áreas de 

pesquisa. Tem importância médico/sanitária, veterinária (MARCONDES, 2001) e na 

ciência 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 importância entre os insetos necrófagos, sendo uma das primeiras espécies que 

chegaram à carcaça nas primeiras horas do dia no verão.  

Na entomologia forense, o uso dos insetos pode ajudar os peritos a estimar o 

intervalo pós-morte (IPM), por meio do estudo do desenvolvimento larval de espécies 

ou sucessão faunística presente no cadáver (SMITH, 1986). O IPM é uma estimativa de 

extrema importância nas investigações criminais, podendo refutar ou aceitar um álibi 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 presença de substâncias químicas no 

cadáver, como drogas lícitas ou não (CATTS, 1992).  

Os diferentes modos de ação de drogas na decomposição do corpo e no ritmo de 

desenvolvimento de larvas de insetos necrófagos, dentre eles moscas varejeiras, têm 

dificultado a investigação 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 utilização de 

drogas, lícitas ou não, direta ou indiretamente são comumente relatados (ALUNNI-

PERRET et al., 2003; CONACHER & WORKMAN, 1989; DE CHATEAU, 1990; POPE & KATZ,

1994; WOODS, et al., 1992).  



                                                    Capítulo 5 – Diazepam e dispersão larval de Musca domestica

  

104

Dentre estas drogas, mortes ou mudanças de comportamento em usuários de 

benzodiazepínicos (entre eles Diazepam), têm sido observados em vários 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 substâncias sobre os insetos, atuando no seu metabolismo, vem 

sendo estudado e tem se mostrado alterações na morfologia de larvas e pupas e na taxas 

de desenvolvimento larval de diferentes espécies sob influência 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),  

ciência 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 importância numa 

estimativa mais precisa do intervalo pós-morte (IPM). 

A presença de alguma substância química (drogas clínicas ou inseticidas) no 

substrato de alimentação larval deste M. domestica pode atuar sobre os indivíduos 

interferindo nos processos de transmissão neural, inibindo ou ativando os mensageiros 

químicos, causando mudanças fisiológicas, no desenvolvimento e no comportamento do 

organismo em contato com a mesma (BECKEL et al., 2004; HAYNES, 1988; OMOTO, 

2000). Mudanças estas que podem levar a uma sub - ou super - estimativa do IPM 

(CATTS, 1992). 

Este muscídeo, após alimentação larval, procura um sítio de pupação no habitat, 

ou por mais fonte de alimento adicional, no caso daquelas larvas que não obtiveram o 

peso mínimo para a pupação, e esse processo é denominado dispersão larval pós-

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 não consideração da dispersão pós-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 

substância química, poderão sofrer alterações no desenvolvimento e no comportamento 

de dispersão larval, o que pode ter implicações na estimativa do IPM. 
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Estudos que observem a dispersão larval de M. domestica, não são relatados. A 

grande maioria de estudos de dispersão larval com dípteros foi feita com Calliphoridae 

(GRENN, 1951; NUORTEVA, 1977; GREENBERG, 1990; BOLDRINI et al., 1997; GOMES et 

al., 2002, 2003, 2005, 2006). No entanto, ainda não existem trabalhos que observem o 

comportamento de dispersão larval e conseqüente padrão de distribuição espacial nos 

sítios de pupação, de indivíduos em contato com fontes alimentares e/ou substratos de 

pupação com substâncias químicas (inseticidas ou drogas lícitas ou não), as quais 

podem influenciar neste e em outros comportamentos. 

Assim, há a necessidade de estudos que avaliem a presença de diferentes 

substâncias químicas no substrato alimentar e seus efeitos sobre as diferentes espécies, 

para que se possam observar variações no comportamento de dispersão larval e permitir 

uma melhor estimativa do IPM em investigações médico-criminais. Este trabalho visa 

analisar o efeito do Diazepam no comportamento de dispersão larval pós-alimentar de 

M. domestica.

  

Material e Métodos 

Coleta e manutenção dos espécimes sob condições experimentais 

Exemplares adultos de M. domestica foram coletados no Instituto de Biociências 

da UNESP, em Rio Claro, SP. Foi utilizado como isca, matéria orgânica de origem 

animal em decomposição, e os exemplares coletados foram mantidos em gaiolas teladas 

em sala climatizada a 27±1°C e fotoperíodo de 12hs. 

Foram oferecidos aos adultos açúcar, água e fígado bovino, sendo este último 

destinado para o fornecimento protéico necessário para o desenvolvimento ovariano das 

fêmeas adultas (LINHARES, 1988). Carne bovina moída foi usada como substrato para 

postura pelas fêmeas grávidas (parentais); estes ovos foram utilizados para produção da 

geração F1, e somente a geração F2 foi empregada nos experimentos. 

Como substrato alimentar para desenvolvimento larval da espécie estudada, foi 

utilizado: meio artificial, à base de leite em pó, ágar, levedura de cerveja, nipagin e 

caseína, preparado de acordo com LEAL et al. (1982). 

Os ovos foram depositados pelas fêmeas (F1) em macerado de carne moída, sendo 

que imediatamente após a oviposição, os ovos foram separados e mantidos em BOD 

(temperatura de 27±1°C e fotoperíodo de 12 h) até a eclosão das larvas, para a formação 
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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: três frascos com doses diferentes de Diazepam e um tratamento controle. 

Após a eclosão, as larvas foram colocadas em frascos contendo meio artificial (LEAL et 

al., 1982) (400 larvas em 125 gramas de dieta – 0,31g/larva). 

Após 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 diâmetro e de 10 cm de profundidade forradas 

com areia [aproximadamente 7 dm3] (Figura 12), na qual as larvas irradiaram para 

buscar seu sítio de pupação. As arenas montadas foram colocadas em salas com 

temperatura variando entre 25ºC e 27ºC, com fotoperíodo de 24 h, ou seja, luz total. 

  
FIGURA 1. Esquema e foto das arenas utilizadas para estudo da dispersão larval pós-

alimentar. 

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

retirada de qualquer substância química presente na mesma e peneirada, para que 

ficasse mais homogênea no tamanho de seus grãos (diâmetro dos grãos era menor que 1 

mm), e posteriormente armazenada para ser utilizada na montagem das arenas. Foram 

montadas quatro arenas para análise, 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 água antes de se montar 

as arenas e iniciar a dispersão, pois este substrato, se totalmente seco, impossibilitava 

que as larvas conseguissem se enterrar, causando a morte das mesmas. Assim, através 

A B 



                                                    Capítulo 5 – Diazepam e dispersão larval de Musca domestica

  

107

de experimento piloto, ficou definido este valor em volume de água necessário para 

umedecer o substrato. A Tabela 1 a seguir mostra a metodologia empregada nos 

substratos alimentares para desenvolvimento larval e nas arenas de dispersão, após as 

larvas estarem prontas para dispersão. 

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

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

Dados que foram obtidos na análise das arenas. 

Após 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 pupação em relação ao centro, com o auxílio de régua. Através dos dados de 

coordenada, foram obtidas a distância de cada pupa do centro de irradiação e a distância 

xyz, como pode ser observado na Figura 1.  A contagem começou da periferia para o 

centro.  

Por meio das coordenadas das pupas encontradas, foram feitos gráficos de 

densidade dos indivíduos de acordo com a distribuição dos indivíduos na arena, como 

proposto por WORTON (1989), com ajuda do programa MATLAB 6.5. 

Cada pupa foi individualizada em frascos de plástico e pesada em balança 

analítica da marca Ohaus, antes que ocorresse a emergência dos adultos. Os dados de 

peso foram anotados na mesma planilha dos outros dados, para futura análise. 

Após a pesagem, cada pupa foi devolvida ao seu respectivo frasco, para após a 

emergência ser feita a sexagem dos adultos. Também foi observado o número de 

indivíduos mortos nas diferentes dosagens, espécies e drogas analisadas, já que 

substâncias neurotóxicas e neurolépticas foram utilizadas. Neste caso, foi observado o 

número de larvas mortas no substrato de pupação ou mortalidade no estágio de pupa, no 

qual, passados vários dias, não houve a emergência do adulto. 

Denominação do 
tratamento 

Substrato alimentar larval 

Controle 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Sem tratamento 

D/2 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Adição de diazepam (112,5µL) na dieta (125g) 

D 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Adição de diazepam (225µL) na dieta (125g) 

2D 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Adição de diazepam (450µL) na dieta (125g) 

Fígado Controle Fígado de coelho (58,58 ± 4,99 g) Aplicação de 3,02 mL* de solução veiculo 

Fígado Diazepam Fígado de coelho (58,58 ± 4,99 g) Aplicação de 3,02 mL* de Diazepam NQ 10mg 
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Drogas utilizadas, suas disposições e dosagens.   

Foi utilizado o Diazepam (grupo químico: Benzodiazepínico) (ansiolítico - 

Diazepam NQ 10mg - solução injetável - LABORATÓRIO NOVAQUÍMICA - ampolas de 2 

mL), por causa de sua importância forense, já que está presente em casos de morte de  

pessoas com necessidade de administração 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 investigações para melhor compreensão de sua 

atuação neural (ROGAWSKI & LOSCHER, 2004). Cabe aqui salientar que estudos sobre o 

efeito desta substância em insetos são escassos. 

Os indivíduos utilizados nos diferentes tratamentos tiveram como fonte alimentar 

a dieta artificial proposta por LEAL et al. (1982), a qual possui fontes de proteínas e 

carboidratos que são necessárias para o desenvolvimento destas larvas de dípteros; ou 

fígado de coelho, animal modelo em muitos estudos científicos e forenses (DE LETTER

et al., 2002). 

 Assim, o benzodiazepínico foi colocado na dieta artificial (LEAL et al., 1982), 

substância que pode estar presente no corpo da vítima (cadáver) em investigações 

médico-criminais. As doses do ansiolítico (Diazepam) utilizadas nos tratamentos foram 

a DL50 (intravenosa) do animal-teste (coelho), ou seja, 9 mg/Kg (NIOSH, 2004). 

Foram utilizadas três 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 não foi adicionado nada a mais do que o presente na dieta de Leal et al. 

(1982). 

  

Análise estatística e utilização de ferramentas computacionais. 

Análise de variância (ANOVA) e testes de comparação múltipla de Bonferroni 

foram utilizados comparando as médias de profundidade, de distância e massa dos 

tratamentos realizados, utilizando nível de significância de 5%. 

Por meio das coordenadas das pupas encontradas, foram feitos gráficos de 

densidade dos indivíduos de acordo com a distribuição dos indivíduos na arena, como 

proposto por WORTON (1989); e calculada a média da distância mínima entre as pupas e 
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a média da mínima distância entre as pupas, nos diferentes tratamentos (doses) e 

substratos alimentares. Estas ferramentas utilizadas na melhor interpretação dos dados 

obtidos foram feitas com ajuda do programa MATLAB
® 6.5, tal análise era imediata e 

foram obtidos gráficos e valores necessários para interpretação dos resultados.    

Resultados e Discussão 

Após a análise do efeito de Diazepam na dispersão larval pós-alimentar de M. 

domestica, foi observado que as pupas encontradas nos diferentes tratamentos revelaram 

mudanças no padrão de dispersão larval pós-alimentar (profundidade e distância) e 

diferenças nas médias de algumas variáveis analisadas, como o massa. 

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

distância e distância xyz) da distribuição das pupas encontradas nos diferentes 

tratamentos. 

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

Media x y profundidade 
(cm) 

distância 
(cm) 

distância xyz 
(cm) Massa indivíduo (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 

R1 

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 

R2 

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

A análise estatística utilizando a variável dependente profundidade mostrou haver 

diferenças somente entre os tratamentos (F = 6,8972; p = 0,00014), sendo que as 

réplicas (F = 1,4527; p = 0,2285) e a interação réplica x tratamento (F = 0,8325; p = 

0,4762) não se diferenciaram. Assim, a presença do Diazepam no desenvolvimento 

larval de M. domestica alterou a profundidade de escolha do sítio de pupação, sendo 

que, por meio de testes de comparação múltipla, o tratamento 2D é significativamente 

diferente dos demais, mas os demais não 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 presença do ansiolítico durante o 

desenvolvimento larval, nesta dose maior, parece ter causado uma alteração no padrão 
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de dispersão larval deste muscídeo, diminuindo a profundidade percorrida para escolha 

do sítio de pupação. 

Já quando se analisa a variável distância, foram obtidas as mesmas diferenças 

observadas na análise da profundidade, ou seja, só houve diferença entre os tratamentos 

(F = 6,2036; p = 0,00037), sendo que as réplicas (F = 1,8707; p = 0,1719) e a interação 

réplica x tratamento (F = 0,9029 p = 0,4393) não apresentaram diferenças. Diferente do 

observado na análise da profundidade, o Diazepam alterou o padrão de dispersão 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 distância 

percorrida maior do que os demais.  

Assim, a presença de Diazepam provocou alterações no padrão de dispersão e 

escolha do sítio de pupação pelas larvas de M. domestica, provavelmente atuando na 

fisiologia larval, ou seja, no metabolismo e no comportamento, alterando de alguma 

forma a percepção sensorial do meio. Um outro fator que pode alterar o padrão de 

dispersão deste muscídeo é a massa, como observado e discutido na revisão feita por 

GOMES et al. (2006), em que foram relatadas correlações entre massa, distância e 

profundidade atingidas por larvas de moscas em diferentes condições experimentais. 

A análise da massa das pupas mostrou, assim como observado nas variáveis 

distância e profundidade, que só houve diferença entre os tratamentos (F = 42,0077; p = 

1.26.10-24), sendo que as réplicas (F = 0,0025; p = 0,9697) e a interação réplica x 

tratamento (F = 1,5501 p = 0,2004) não apresentaram diferenças. 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 presença de doses maiores de 

Diazepam, apresentaram menor média de massa comparando-se ao controle. A presença 

do ansiolítico diminuiu a massa das pupas encontradas, e alterou a profundidade e 

distância em alguns tratamentos, devido à sensibilidade das larvas à dose utilizada nas 

réplicas. 

Desta forma, pôde-se observar que o comportamento de dispersão larval pós-

alimentar de M. domestica foi alterado em virtude da presença de Diazepam durante o 

desenvolvimento larval, variação esta que pode ser melhor visualizada na Figura 2, a 

qual mostra a variação na distribuição e número de indivíduos nos diferentes 
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tratamentos e réplicas, por meio de curvas de níveis, as quais representam a densidade 

de indivíduos dispersos e encontrados nas arenas. 

FIGURA 2. Gráficos de Distribuição/densidade e Dispersão x,y das pupas nas arenas nos 
diferentes tratamentos de Diazepam em dieta artificial. A - Análise em 3 dimensões da 
distribuição, B -  Análise 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 padrão de dispersão dos indivíduos pode ser melhor visualizado na Figura 2, 

onde a distribuição e a densidade dos tratamentos controle nas réplicas apresentaram 

maior área de distribuição (bases mais largas) e uma menor variação na densidade por 

A 

B 

A 

B 



                                                    Capítulo 5 – Diazepam e dispersão larval de Musca domestica

  

112

área (picos menos pronunciados), comparados aos tratamentos com presença do 

Diazepam. Esta figura nos permite visualizar a variável distância e a preferência da 

distribuição das pupas nos tratamentos. Pode-se constatar que o tratamento D foi o que 

mais alterou a distribuição das pupas em relação à distância, pois apresenta bases 

menores e picos mais pronunciados (Figura 2). Dado este confirmado anteriormente 

pelas médias e estatística. Assim, as diferentes doses de Diazepam causaram mudanças 

em todas as variáveis obtidas e atuando na distribuição das pupas presentes nos 

diferentes tratamentos.  

No entanto, o número de pupas encontradas (Tabela 3) é visivelmente diferente 

comparando-se alguns tratamentos e a densidade na região central, local inicial da 

dispersão, 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 fêmeas) em relação as 
100 larvas inicialmente em dispersão larval pós-alimentar.  

  Porcentagem de pupas encontradas, emergência de adultos e sexo. 

Tratamento Adultos emergentes Machos Fêmeas Pupas encontradas 

Controle 46.32 50.00 50.00 95.00 

D/2 51.67 45.16 54.84 60.00 

D 55.95 36.17 63.83 84.00 

R1 

2D 54.72 58.62 41.38 53.00 

    

Controle 53.68 52.94 47.06 95.00 

D/2 59.70 45.00 55.00 67.00 

D 56.25 48.89 51.11 80.00 
R2 

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 número de pupas encontradas, uma vez que muitas larvas não conseguiram 

empupar, provavelmente devido ao efeito do Diazepam na massa destes indivíduos, 

uma vez que existe um valor de massa mínimo 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 relação 

assim com o número de pupas encontradas em cada tratamento (Tabela 3). 
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Pode-se observar uma emergência de adultos de M. domestica em torno de 50%, 

em todos os tratamentos, ou seja, apesar de muitas larvas não terem se transformado em 

pupas nos tratamentos com Diazepam, as que empuparam tiveram uma porcentagem de 

sobrevivência parecida à observada no controle. Desta forma, o ansiolítico parece não 

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 alimentação larval e não 

durante o processo de dispersão. Esta mortalidade pode ter sido causada por efeitos da 

droga sobre a massa, como também manipulação das pupas e acondicionamento das 

mesmas para emergência do adulto e sexagem. 

No entanto, mudanças comportamentais nestas larvas em contato com a droga 

foram observadas, pois houve diferenças na distribuição das pupas nas arenas, 

anteriormente discutido. Assim, para uma melhor interpretação dos dados obtidos, 

compreensão do comportamento de dispersão larval, escolha do sítio de pupação e 

efeito do Diazepam no padrão de dispersão larval pós alimentar de M. domestica, 

procurou-se analisar os diferentes tratamentos separando os indivíduos mortos dos 

sobreviventes nas diferentes doses do ansiolítico, tentando relacionar com a escolha do 

sítio de pupação e emergência ou não de adultos das pupas. 

Observando as Figuras 3, 4, 5 e 6 e as Tabelas 4 e 5, pode-se avaliar a preferência 

na distribuição das pupas encontradas e a porcentagem de sobrevivência (emergência 

dos adultos) nas diferentes porções da arena nos diferentes tratamentos, avaliadas por 

meio de dados de profundidade e distância.  

Observando a Figura 3, a qual mostra a distribuição das pupas, onde foi observado 

a emergência de adultos, em relação à profundidade do centro de dispersão, pode–se 

perceber um aumento na porcentagem de sobrevivência nos tratamentos com Diazepam, 

provavelmente ocasionado pelo número de pupas encontradas, nas arenas, ou seja, as 

que não morreram durante o estágio larval de dispersão foram mais resistentes e 

sobreviveram até se tornar adultas. No entanto, a viabilidade e fertilidade destes adultos 

não foram analisadas.   
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TABELA 4. Média e desvio padrão da distância, profundidade e massa das pupas 
em que houve emergência do adulto de C. megacephala, no diferentes tratamentos e 
substratos alimentares. 

   
Média das pupas em que houve emergência de adultos 

Desvio padrão entre parênteses. 

Tratamento Profundidade (cm) Distância xy (cm) Massa (mg) 
C 6.28 (2.51) 6.44 (3.41) 23.36 (3.09)

D/2 6.51 (2.34) 7.71 (3.82) 19.42 (2.29)

D 6.10 (2.23) 5.46 (3.53) 20.27 (4.47)

Dieta 
artificial 

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 padrão da distância, profundidade e massa das pupas 
em que não houve emergência do adulto de C. megacephala, no diferentes tratamentos e 
substratos alimentares. 

   
Média das pupas em que não houve emergência de adultos 

Desvio padrão entre parênteses. 

Tratamento Profundidade (cm) Distância xy (cm) Massa (mg) 
C 5.93 (2.12) 7.29 (3.73) 23.63 (3.34)

D/2 5.82 (2.52) 7.13 (3.17) 20.77 (4.31)

D 6.52 (2.45) 6.01 (3.51) 20.10 (3.65)

Dieta 
artificial 

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 emergência 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 distribuição 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 preferência de escolha 

de sítio de pupação, entre 4 a 8 cm de profundidade, mas em maior número entre 6-8cm, 

já a maior porcentagem de sobrevivência no tratamento C foi na maior profundidade, de 

8-10 cm (Figura 3). Poucas larvas foram encontradas nas porções mais superficiais das 

arenas em todos os tratamentos, provavelmente por efeitos de fatores presentes no 

substrato de pupação (umidade, temperatura, etc) e alta intensidade luminosa nesta 

região. Assim, a umidade e outros fatores poderiam influenciar de certa forma a escolha 

do sitio de pupação pelas larvas e a também na sobrevivência das pupas.  

 Os Tratamentos com Diazepam alteraram de certa forma a escolha do sítio de 

pupação, principalmente quando se observa o tratamento 2D, sendo que a maior 

quantidade de pupas (49,21%) foram encontradas entre 2 e 4 cm de profundidade, 

refletindo assim uma menor média de profundidade (Tabela 2) como observado e 

discutido anteriormente. Já nos outros tratamentos com o benzodiazepínico (D/2 e D), 

não foi observada tamanha variação em relação ao controle, da distribuição e 

preferência na profundidade, sendo observado um ligeiro aumento na região de 8-10 cm 

e uma preferência no intervalo de 4-6 cm de profundidade. 
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 A sobrevivência das pupas e a preferência na escolha do sítio de pupação pelas 

larvas em diferentes intervalos de distância do centro da arena (paralela a superfície) 

podem ser observadas nas Figuras 5 e 6. 
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FIGURA 5. Porcentagem de emergência de adultos das pupas encontradas nos diferentes 
tratamentos e nos diferentes intervalos de distância xy (cm). C – controle, D/2 – metade da 
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A preferência de escolha do sítio de pupação no tratamento C em relação à 

distância apresentou intervalos próximos de porcentagem, sendo que a menor 

quantidade de pupas foi encontrado no maior intervalo de distância (12-15cm) (Figura 

6). Já a porcentagem de sobrevivência foi maior entre 3-6 cm de distância, região mais 

central da arena (Figura 5), lembrando que poucos indivíduos foram encontrados 

próximos a superfície. Já os tratamentos com Diazepam se diferenciaram do controle, 

sendo que em D/2, a distância foi maior na preferência pela escolha do sítio de pupação 

(diminuiu a porcentagem de pupas na distância de 0 a 3 cm em relação ao controle), e 

em D e 2D uma tendência de menor distância percorrida (aumentando a porcentagem 

nas menores distâncias), comparando-se ao controle (C) (Figura 6). Fato este também 

observado no tratamento 2D em relação a profundidade (Figura 4). Dados estes também 

confirmados pela análise estatística anteriormente discutida.  

Já a sobrevivência das pupas e emergência de adultos variou diferentemente entre 

os tratamentos, sendo observado apenas que, nas maiores doses de Diazepam a 

sobrevivência era maior e houve uma maior homogeneidade da porcentagem de 

sobrevivência nos diferentes intervalos de distância. Tais variações na sobrevivência das 

pupas e emergência de adultos podem ter influência de algumas variáveis dentre elas: a 

umidade do solo, perda de água, influência da droga, manipulação das pupas e 

acondicionamento delas. Já as variações obtidas na escolha do sítio de pupação, na 

dispersão larval podem sofrem influência da substância utilizada (Diazepam), efeito do 

agregado e número de indivíduos ou pupas encontrados. 

Foi observado que o ansiolítico presente no substrato de alimentação causou uma 

mudança do padrão de dispersão larval, conseqüência de prováveis mudanças 

fisiológicas (metabólicas e sensoriais) nas larvas presentes nestes tratamentos. Esta 

modificação fisiológica é provavelmente causada pelo modo de atuação dos 

benzodiazepínicos no sistema nervoso (ROGAWSKI & LOSCHER, 2004), acarretando 

provavelmente uma diminuição da atividade metabólica e conseqüentemente na 

movimentação das larvas no substrato. Outro componente que o ansiolítico pode ter 

afetado é o sistema sensorial larval, pois se trata de uma substância que funciona como 

um neurotransmissor, a qual pode modificar o estado de equilíbrio do sistema nervoso, 

podendo assim, afetar e alterar o padrão de dispersão larval (diminuindo a distância 

percorrida).
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 Outro fator que pode alterar a escolha do sítio de pupação e assim, influenciar a 

dispersão larval é o efeito da vizinhança. BOLDRINI et al. (1997) analisaram a dispersão 

larval pós-alimentar de moscas varejeiras por meio de modelos matemáticos e 

observaram que o efeito da vizinhança influencia a escolha do local de pupação, 

principalmente de C. megacephala e C. putoria espécies introduzidas no Brasil.  

 Desta forma, a escolha do sítio de pupação tem influência da localização de 

pupas próximas. No entanto, as presenças de substâncias químicas em contato com as 

larvas poderiam influenciar a percepção da vizinhança e assim modificar a distância 

entre pupas vizinhas, devido principalmente ao efeito destas substâncias na fisiologia e 

comportamento destas larvas e na percepção sensorial do meio. Com isto, foram obtidos 

valores para cada arena de dispersão, da média da distância entre as pupas e da média da 

distância mínima entre pupas (Tabela 6) para avaliação de prováveis mudanças na 

escolha do sítio de pupação e do efeito da vizinhança pelas interações não locais. Na 

Figura 7, pode se visualizar a variação das médias da mínima distância entre as pupas. 

TABELA 6. Média e variância da distância entre pupas e da distância mínima entre pupas.  

Média da Distância 
entre pupas Variância Média das Distância 

mínimas entre as pupas Variância

C 10.03 22.45 1.89 0.24 

D/2 11.46 26.30 2.68 0.45 

D 8.77 20.59 1.80 0.23 
R1 

2D 9.38 27.43 2.20 0.53 

C 10.38 23.70 1.91 0.25 

D/2 10.64 24.16 2.38 0.37 

D 9.25 19.60 1.94 0.22 
R2 

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. Gráfico mostrando a média e a variância da mínima distância 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 análise destes dados de distância mínima sofre influência do número de pupas, 

da distância e da profundidade em que as mesmas foram encontradas, tendo em vista 

que os tratamentos causaram diferenças em todos estes dados observados (Tabela 2 e 3). 

Podem-se observar diferenças significativas na média da distância mínima entre os 

tratamentos nas réplicas (R1: F = 5,8510; p = 0,0010; R2: F = 3,2286; p = 0,0224). Por 

meio de comparação múltipla entre os tratamentos, em R1 o tratamento D/2 é diferente 

de todos os demais e D é diferente de 2D, já 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 distância pode-se perceber que apesar das diferenças 

entre as réplicas em relação à estatística, os tratamentos D/2 se diferenciaram do 

controle apresentando maiores médias de mínima distância entre as pupas. Foi 

observado também neste tratamento que o número de pupas encontradas foi menor, nas 

duas réplicas, que o obtido no controle. Sendo assim, um menor número de pupas na 
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arena diminuiria a densidade de pupas por área, possibilitando assim, uma distância 

mínima 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 mínima 

distância maiores ao controle e número de pupas encontradas menores ao controle. 

Diferentemente do observado no tratamento D, o qual não se diferenciou do controle 

nas duas réplicas, apesar de apresentar o número de pupas encontradas ligeiramente 

menor ao controle (Tabela 3), sendo que nos tratamentos D/2 e 2D a diferença era 

maior. 

 Esta mínima distância entre as pupas é influenciada pela profundidade e 

distância percorrida pelas larvas; assim, quanto maior a distância xyz maior seria a 

possibilidade de apresentarem uma mínima distância entre pupas maior, no entanto 

sabe-se que a influência da vizinhança atua no comportamento de dispersão de 

califorídeos como observado por BOLDRINI et al. (1997), fazendo com que a distância 

percorrida pelas larvas seja alterada com presença de pupas e indivíduos na vizinhança.  

Foi observado que 2D apresentou a menor profundidade percorrida pelas larvas 

diferenciando significativamente dos outros tratamentos, e também a menor distância 

xyz (Tabela 2) e menor número de pupas encontradas (semelhante a D/2 – Tabela 3), tal 

padrão de dispersão, no entanto, apresentou valores de distância mínima maiores que C 

e D. Assim pode-se observar que apesar de ter percorrido pouca distância na escolha do 

sítio de pupação, o número de pupas encontradas foi menor. 

 Já o tratamento D apresentou a menor distância, diferenciando 

significativamente dos outros tratamentos, assim como D/2 apresentou a maior 

distância. No entanto, avaliando a distância xyz pode-se perceber comparando os 

tratamentos, uma ordem decrescente no valor da distância xyz (D/2 > C > D > 2D), 

sendo que o tratamento D/2 apresentou maiores médias de distâncias mínimas, ou seja, 

apesar de possuir menor número de pupas encontradas (Tabela 3), em relação ao 

controle, a dispersão foi maior neste tratamento em relação a todos os outros. Tal 

diferença pode ter sido causada pela influência do Diazepam na locomoção e percepção 

sensorial do meio.  

 Já o tratamento 2D foi o que apresentou menores valores de distância xyz, no 

entanto, a média da mínima distância entre pupas foi maior que o controle e que D, 

provavelmente esta diferença foi causada pela quantidade de pupas encontradas que foi 
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a menor entre os tratamentos. Já no tratamento D, o número de pupas encontradas foi 

bem maior que o observado em 2D (Tabela 3) e a média da mínima distância foi 

semelhante ao controle. 

 Desta forma, o ansiolítico presente no substrato de alimentação causou uma 

mudança no padrão de dispersão larval, conseqüência de prováveis mudanças 

fisiológicas (metabólicas e sensoriais) nas larvas presentes nestes tratamentos. Tal 

mudança metabólica pôde ser observada no comportamento dinâmico do agregado 

larval dentro dos frascos, onde foi observada uma menor atividade dinâmica do 

aglomerado larval nos tratamentos em que o ansiolítico (Diazepam) estava presente, que 

pode ter tido reflexos no comportamento das larvas fora dos frascos, no substrato de 

pupação. 

 Esta modificação da atividade dinâmica é provavelmente causada pelo modo de 

atuação dos benzodiazepínicos no sistema nervoso (ROGAWSKI & LOSCHER, 2004), 

acarretando provavelmente uma diminuição da atividade metabólica e 

conseqüentemente na movimentação das larvas no substrato. Outro componente que o 

ansiolítico pode ter afetado é o sistema sensorial larval, pois se trata de uma substância 

que funciona como um neurotransmissor, a qual pode modificar o estado de equilíbrio 

do sistema nervoso, podendo assim, afetar e alterar o padrão de dispersão larval 

(diminuindo a distância percorrida nas maiores doses 2D ou aumentando nas menores 

doses D/2). 

Conclusões 

Os resultados do presente estudo mostraram que o Diazepam altera o padrão do 

comportamento de dispersão larval pós-alimentar de M. domestica, alterando a distância 

e a profundidade na escolha do sítio de pupação, quando comparado com o controle. O 

tratamento D/2, com menor dose de Diazepam, causou aumento na distância percorrida 

pelas larvas para escolha do sítio de pupação; já nas doses maiores (D e 2D), a distância 

percorrida foi menor a obtida no controle; tal variação pode ter sofrido influência do 

efeito da vizinhança, da massa e alteração sensorial nas diferentes doses de ansiolítico. 

São necessários também mais estudos visando avaliar os efeitos deste ansiolítico 

no metabolismo, nas células e a nível molecular para uma melhor compreensão dos 

efeitos gerados no comportamento de dispersão larval pós-alimentar neste muscídeo. 
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Além de mais estudos com outras espécies de insetos de importância forense com 

diferentes drogas e doses, para uma melhor compreensão do efeito de substâncias 

químicas sobre os insetos. 
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CAPÍTULO 6 

Efeito do Fipronil na dispersão pós-alimentar larval de 

Chrysomya megacephala (F) (Diptera: Calliphoridae). 
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Resumo 

Chrysomya megacephala tem grande importância médico-sanitária e na entomologia 

forense por ser uma das espécies que primeiro chega a cadáveres. Diversas formas de 

controle desta espécie têm sido utilizadas, principalmente com o uso de inseticidas. As 

larvas de C. megacephala, após a exaustão dos recursos alimentares, abandonam o 

substrato alimentar em busca de um sítio para pupação, processo chamado de dispersão 

larval pós-alimentar. No entanto, este substrato de pupação pode estar contaminado com 

substância química, a qual pode alterar o comportamento de dispersão larval. Assim, foi 

utilizado Fipronil no substrato de pupação (inseticida - Regent 800 WG) para avaliar o 

efeito no comportamento de dispersão larval pós-alimentar de C. megacephala, pois 

esta substância pode interferir nos processos neurológicos, inibindo ou hiperativando os 

neuro-transmissores, podendo causar mudanças fisiológicas (no desenvolvimento e no 

comportamento), as quais têm importância na estimativa do IPM (intervalo pós-morte - 

ciência forense). A dispersão pós-alimentar larval foi realizada em 4 arenas circulares 

(Controle, Dose de referência, metade da dose de referência e o dobro da dose de 

referência - com réplicas) preenchidas com areia, com diâmetro de 30 cm e 

profundidade 10 cm. O Fipronil foi aplicado (spray) no substrato de dispersão (areia), 

na superfície da arena na dose de 2,5. 10-3 mg/cm2. As larvas ao atingirem o 3o instar, 

foram soltas no centro das arenas (100 larvas liberadas em cada tratamento), e 

posteriormente, após a formação das pupas, os dados referentes à profundidade e ao 

posicionamento de cada pupa na arena foram analisados. Foi observado nos tratamentos 

com Fipronil, que a profundidade de enterramento e a distância das pupas do centro de 

irradiação 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 presença do inseticida causou redução na 

massa das pupas coletadas de forma que quanto maior a dose, maior a redução na massa 

destas pupas encontradas. Tais variações na dispersão foram provavelmente causadas 

por mudanças sensoriais e motoras nas larvas em virtude da droga utilizada.  

Introdução 

As moscas-varejeiras do gênero Chrysomya (Família: Calliphoridae) têm grande 

importância médico-sanitária por serem veiculadoras de enteropatógenos tais como 

vírus, bactérias e helmintos (FURLANETTO et al., 1984), podendo causar miíases nos 

animais e homem (GUIMARÃES et al., 1983; ZUMPT 1965). Várias formas de controle 

destas moscas têm sido propostas, principalmente utilizando-se inseticidas, os quais 

agem das mais diferentes formas. MATSUMURA (1985) classificou os inseticidas baseado 

no seu modo de ação em: (a) físicos, (b) protoplasmáticos, (c) inibidores metabólicos, 

(d) agonistas de hormônios, (e) estomacais e (f) neurotóxicos.  Entretanto, o principal 

alvo de ação dos inseticidas tem sido o sistema nervoso, devido à alta eficácia e rápida 

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 importância na entomologia forense por ser uma das espécies que primeiro 

chega aos corpos em decomposição (GUIMARÃES et al., 1978), e também por se 

alimentar dos mesmos durante seu estágio larval, podendo assim indicar o intervalo pós-

morte (IPM), que envolve a dedução do intervalo de tempo mínimo e máximo entre a 

morte e a descoberta do corpo (CATTS & GOFF, 1992), dado de extrema importância nas 

investigações criminais. 

Esta mosca utiliza-se de substratos discretos e efêmeros para posturas dos ovos 

pelas fêmeas e para alimentação das larvas (KAMAL, 1958; HANSKI, 1987; PESCHKE et 

al., 1987; PUTMAN, 1977). O estágio larval é o principal período em que ocorre 

limitação de recursos alimentares em moscas-varejeiras (LOMINICKI, 1988), e a 

competição por esses recursos é geralmente do tipo exploratória (REIS et al., 1994), em 

que cada larva procura ingerir o máximo de alimento possível, antes da completa 

exaustão dos recursos (ULLYETT, 1950). Após essa competição, as larvas começam a 



                                         Capítulo 6 – Fipronil e dispersão larval de Chrysomya megacephala

  

129

procurar por um sítio de pupação no habitat, ou por mais fonte de alimento adicional, no 

caso daquelas larvas que não obtiveram o peso mínimo para a pupação, e esse processo 

é denominado dispersão larval pós-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 dispersão larval em califorídeos vêm sendo realizados desde os 

trabalhos de GRENN (1951), de GREENBERG (1990), como o de NUORTEVA (1977), e 

outros envolvendo modelos, como os de dispersão larval pós-alimentar em ambiente 

restrito à uma única direção que se basearam em equações de difusão (BASSANEZI et al., 

1997), análises estatísticas (GODOY et al., 1995, 1996; VON ZUBEN et al., 1996), sob o 

enfoque de interações não-locais (BOLDRINI et al., 1997), e através da análise de 

dispersão em arenas circulares para pupação (GOMES et al., 2002, 2003, 2005). Além 

disso, estudos de dispersão e outros que observem tipos de comportamentos espaço-

temporais, muito comuns em ecologia populacional, vêm utilizando modelagens 

físico/matemáticas e simulações de fenômenos em sistemas complexos, para melhor 

compreensão e interpretação dos dados observados (TEWS et al., 2004; ZIV, 1998), 

tendo em vista a grande quantidade de variáveis envolvidas e a interação existente entre 

as mesmas.  

No entanto, ainda não existem trabalhos que observem o comportamento de 

dispersão larval e conseqüente padrão de distribuição espacial nos sítios de pupação, de 

indivíduos em contato com substratos de pupação com substâncias químicas 

(inseticidas), as quais podem influenciar neste e em outros comportamentos. Estas 

substâncias químicas podem interferir nos processos neurais, inibindo ou hiperativando 

os mensageiros químicos (neurotransmissores), causando mudanças fisiológicas, no 

desenvolvimento e no comportamento do organismo em contato com a mesma 

(HAYNES, 1988; OMOTO, 2000).  

Os efeitos destas substâncias tóxicas ao sistema nervoso sobre o comportamento 

dos insetos têm sido pouco estudados, sendo que alguns trabalhos existentes com este 

enfoque são com larvas de Sarcophaga bullata (ZDÁREK et al, 2004), em que se 

observam mudanças no comportamento de pupação destes dípteros; efeitos 

comportamentais e de mortalidade em vespas parasitas Aphidius ervi (DESNEUX et al., 

2004), efeitos no comportamento de culicídeos (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 coleópteros adultos (BECKEL et al., 2004).  

No entanto, muitos insetos apresentam certa resistência a alguns inseticidas 

utilizados, e um inseticida que vem sendo bastante utilizado ultimamente e com grande 

eficiência no controle de cupins e gafanhotos, pragas estas de grande importância 

agrícola, e em qualquer estágio do desenvolvimento (ninfal, larval ou adulto), é o 

Fipronil (grupo químico: Fenil Pirazol) (BOBE et al., 1997; KIDDS & JAMES, 1991; 

UNIVERSITY OF MINNESOTA, 2006). O Fipronil atua sobre o sistema receptor do ácido γ–

aminobutírico (GABA) do tipo A dos insetos (KIDD & JAMES, 1991), bloqueando os 

canais de cloro nos neurônios. Assim, o efeito é a remoção da inibição neural pelo 

GABA, resultando em uma atividade neuronal excessiva (KIDD & JAMES, 1991). Em 

uma dose suficiente, o Fipronil causa excessiva excitação neural, paralisia severa e 

morte do inseto (BOBE et al., 1998). 

Assim, estudos que procurem observar a atuação de inseticidas e drogas no 

sistema nervoso têm sido de fundamental importância (VON KEYSERLINGK, 1985) para 

que se possa obter um melhor conhecimento do modo de ação, conseqüências 

comportamentais e mudanças fisiológicas nos seres vivos, além de, no caso de insetos 

pragas, auxiliarem na elaboração de programas de manejo da resistência destes a 

inseticidas (GEORGHIOU, 1983). Assim o objetivo deste estudo é avaliar o efeito do 

Fipronil (Inseticida: Fenil Pirazol) no padrão de comportamento de dispersão larval pós-

alimentar de C. megacephala em arenas circulares.  

Material e Métodos 

Coleta e manutenção dos espécimes sob condições experimentais 

Exemplares adultos de C. megacephala foram coletados no Instituto de 

Biociências da UNESP, em Rio Claro, SP. Foi utilizado como isca, matéria orgânica de 

origem animal em decomposição, e os exemplares coletados foram mantidos em gaiolas 

teladas em sala climatizada a 27±1°C e fotoperíodo de 12hs. 

A alimentação oferecida aos adultos foi de açúcar, água e fígado bovino, sendo 

este último destinado para o fornecimento protéico necessário para o desenvolvimento 

ovariano das fêmeas adultas (LINHARES, 1988). Carne bovina moída foi usada como 
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substrato para postura pelas fêmeas grávidas (parentais); estes ovos foram utilizados 

para produção de geração F1. Somente a geração F2 foi empregada nos experimentos. 

Como substrato alimentar para desenvolvimento larval da espécie estudada, foi 

utilizado: meio artificial, à base de leite em pó, ágar, levedura de cerveja, nipagin e 

caseína, preparado de acordo com LEAL et al. (1982). 

Os ovos destas espécies foram depositados pelas fêmeas (F1) em macerado de 

carne moída, sendo que imediatamente após a oviposição, os ovos foram separados e 

mantidos em BOD (temperatura de 27±1°C e fotoperíodo de 12 h) até a eclosão das 

larvas, para a formação das densidades larvais. Foram formadas densidades de 400 

larvas por frasco, sendo feitos dois experimentos (duas réplicas) em dieta artificial. 

Após a eclosão, 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.

Após 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 diâmetro e de 10 cm de profundidade forradas 

com areia [aproximadamente 7 dm3] (Figura 12), na qual as larvas irradiaram para 

buscar seu sítio de pupação. Estas arenas foram colocadas em salas com temperatura 

variando entre 25ºC e 27ºC, com fotoperíodo de 24 h, ou seja, luz total. 

  
FIGURA 1. Esquema e foto das arenas utilizadas para estudo da dispersão larval pós-

alimentar. 

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

retirada de qualquer substância química presente na mesma e peneirada, para que 

A B 
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ficasse mais homogênea no tamanho de seus grãos (diâmetro dos grãos 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 água antes de se montar 

as arenas e iniciar a dispersão, pois este substrato, se totalmente seco, impossibilitava 

que as larvas conseguissem se enterrar, causando a morte das mesmas. Após a 

montagem de todas as arenas, 50 mL de água eram dispersos pela superfície destas por 

meio de “spray”, com a presença de Fipronil (tratamentos com dose) ou sem a presença 

do inseticida (controle). A Tabela 1 abaixo mostra a metodologia empregada nos 

substratos alimentares e nas arenas de dispersão. 

TABELA 1. Metodologia utilizada nos substratos alimentares e nas arenas de 
dispersão. 

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

Metodologia utilizada nas arenas de dispersão larval pós-alimentar 
   Tratamento realizado no substrato 

Denominação do 
tratamento 

Substrato alimentar larval Substrato de pupação 

Controle 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Sem tratamento Dispersão "spray" de 50 mL de água areia 

F/2 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Sem tratamento Dispersão "spray" de 0,88 mg de Fipronil (50 mL) areia 

F 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Sem tratamento Dispersão "spray" de 1,76 mg de Fipronil (50 mL) areia 

2F 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Sem tratamento Dispersão "spray" de 3,52 mg de Fipronil (50 mL) areia  

Dados que foram obtidos na análise das arenas. 

Após 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 pupação em relação ao centro, com o auxílio de régua. Através dos dados de 

coordenada, foram obtidas a distância de cada pupa do centro de irradiação e a distância 

xyz, como pode ser observado na Figura 1.  A contagem começou da periferia para o 

centro.  

Por meio das coordenadas das pupas encontradas, foram feitos gráficos de 

densidade dos indivíduos de acordo com a distribuição dos indivíduos na arena, como 

proposto por WORTON (1989), com ajuda do programa MATLAB
® 6.5, visando uma 
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melhor interpretação e visualização dos padrões de dispersão larval e localização das 

pupas nos diferentes tratamentos. 

Cada pupa foi individualizada em frascos de plástico e pesada em balança 

analítica da marca Ohaus, antes que ocorresse a emergência dos adultos. Os dados de 

peso foram anotados na mesma planilha dos outros dados, para futura análise. 

Após a pesagem, cada pupa foi devolvida ao seu respectivo frasco, para após a 

emergência ser feita a sexagem dos adultos. Também foi observado o número de 

indivíduos mortos nos diferentes tratamentos, procurando ver a influencia da dose do 

inseticida na mortalidade e no comportamento de dispersão. Neste caso, foi observado o 

número de larvas mortas no substrato de pupação ou mortalidade no estágio de pupa, no 

qual, passados vários dias, não houve a emergência do adulto. 

Drogas utilizadas, suas disposições e dosagens.   

 Foi utilizado o Fipronil (ingrediente ativo - grupo químico: 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 agrículas para controle de pragas (AGROFIT, 2006).  

 O inseticida foi colocado no substrato de pupação (areia) nas arenas, devido a seu 

modo de aplicação na agricultura. A dose utilizada para observação do efeito desta 

substância no padrão de dispersão 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 2,5.10-3 mg/cm2, 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 (água e/ou substância dissolvida) sobre toda a superfície da 

arena.  

 Foram feitos quatro tratamentos, o tratamento controle (C), o qual recebia 50 mL 

de água dispersa na superfície antes de se colocarem as larvas; e três 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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Análise estatística e utilização de ferramentas computacionais. 

Análise de variância (ANOVA) e testes de comparação múltipla de Bonferroni 

foram utilizados comparando as médias de profundidade, de distância e massa dos 

tratamentos realizados, utilizando nível de significância de 5%. 

 Por meio das coordenadas das pupas encontradas, foram feitos gráficos de 

densidade dos indivíduos de acordo com a distribuição dos indivíduos na arena, como 

proposto por WORTON (1989); e calculada a média da distância mínima entre as pupas e 

a média da mínima distância entre as pupas, nos diferentes tratamentos (doses) e 

substratos alimentares. Estas ferramentas utilizadas na melhor interpretação dos dados 

obtidos foram feitas com ajuda do programa MATLAB 6.5, sendo que foram obtidos 

gráficos para interpretação dos resultados.    

Resultados e discussão 

 Na análise do efeito de Fipronil na dispersão larval pós-alimentar de C. 

megacephala foi observado que as pupas encontradas nos diferentes tratamentos 

revelaram mudanças no padrão de dispersão larval pós-alimentar (profundidade e 

distância) e diferenças nas médias de algumas variáveis analisadas, como o massa. 

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

distância e distância xyz) da distribuição das pupas encontradas nos diferentes 

tratamentos. 

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

média x y profundidade 
(cm) 

distância 
(cm) 

distância xyz 
(cm) Massa indivíduo (mg) 

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 

R1 

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 
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 

R2 

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 análise estatística utilizando a variável dependente profundidade mostrou 

haver diferenças nas réplicas (F = 41,02; p = 3,456.10-10), nos tratamentos (F = 5.52; p = 

0.015) e na interação 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 diferença na Tabela 2, onde na réplica 1, o tratamento com maior média de 

profundidade é o 2F. Já para a réplica 2, o tratamento com maior média de profundidade 

é o controle. Ou seja, dependendo da réplica observada, a variação na média de 

profundidade nos diferentes tratamentos é distinta. 

As réplicas apresentaram diferenças na distribuição das pupas nos diferentes 

tratamentos, mas deve se levar em conta o número de pupas encontradas, pois a 

substância presente na arena é um inseticida, o qual é utilizado no controle de diversas 

pragas agrícolas (AGROFIT, 2006). Assim, pode-se observar na Tabela 3 uma proporção 

entre número de pupas encontradas em relação à dose de Fipronil, ou seja, quanto maior 

a dose do inseticida, menor o número de pupas encontradas, e conseqüentemente, maior 

o número de larvas mortas.  Desta forma, menor é a amostragem para cálculo da média 

de profundidade, o que pode levar a valores mais variáveis da média calculada devido à 

baixa amostragem. Desta forma, este número de pupas encontradas atua no cálculo da 

média de profundidade, podendo causar diferenças no padrão de dispersão nas réplicas 

nos diferentes tratamentos. 

TABELA 3. Porcentagem de larvas mortas, adultos emergentes (machos e 
fêmeas) em relação a 100 larvas inicialmente em dispersão larval pós-alimentar.  
  Porcentagem das 100 larvas colocadas nas arenas para dispersão 

Tratamento Larvas 
mortas 

Adultos 
emergentes Machos Fêmeas Pupas 

encontradas 
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

R1 

2F  56,00 11,41 5,71 5,71 35,00
       

Controle 0,00 83,51 44,33 39,18 97,00
F/2 16,00 32,89 18,42 14,47 76,00
F 39,00 33,33 20,83 12,50 48,00

R2 

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.

Já quando se analisa a variável distância as réplicas não apresentaram diferenças 

(F = 0,5270; p = 0,4681) e nem interação réplica x tratamento (F = 1,8075; p = 0,1448), 

mas houve diferença nos tratamentos (F = 3,3750; p = 0,0182), utilizando intervalo de 

confiança de 5%.  Ou seja, a presença de Fipronil modificou a distância do centro de 

dispersão percorrida pelas larvas (horizontalmente), no entanto, de uma forma bastante 
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variável dependendo do tratamento observado. Entretanto apenas ocorreu diferença 

entre o controle e o tratamento F, não possuindo evidências para diferenciar os outros 

tratamentos. Interessante também salientar que a réplica não tem influência na distância, 

diferentemente do observado em relação à profundidade. 

A análise de correlação entre distância e profundidade nos diferentes tratamentos 

mostrou haver apenas correlação no tratamento F (r = 0,1836; p = 0,0475; r2 = 0,037), 

sendo que todos os demais não apresentaram correlação, ou seja, em F, quanto maior a 

profundidade, maior a distância. Assim as larvas, em contato com dose F, que se 

aprofundaram mais se distanciaram mais do centro de dispersão.  

Da mesma forma, como discutido para profundidade, o número de indivíduos 

obtidos em cada arena tem influência no cálculo da média desta variável; desta forma, o 

cálculo da média destas variáveis sofre influência do tamanho da amostra de pupas 

obtida. Uma variável que pode influenciar a distribuição e padrão de dispersão larval é a 

massa destes indivíduos, como observado e discutido na revisão feita por GOMES et al.

(2006), em que foram relatadas correlações entre massa, distância e profundidade em C. 

megacephala e C. albiceps em diferentes condições experimentais. 

A análise da massa das pupas mostrou que todas as interações são diferentes: 

réplicas (F = 253,30; p = 1,6734. 10-46), tratamentos (F = 76,8268; p = 6,1581. 10-41) e a 

interação réplica x tratamento (F = 18,09; p = 3,6150. 10-11), ou seja, o efeito da réplica 

na massa depende do tratamento observado. Pode-se observar na tabela 2 que o efeito 

da réplica é mais evidente que o efeito da interação, 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 número 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 sensível que R1 ao inseticida utilizado.  

A massa das pupas assim como a dispersão das mesmas (profundidade e 

distância) podem terem sido afetadas pela alteração na atividade dinâmica e metabólica 

que o Fipronil pode causar nos insetos. Sabe-se que o mesmo hiperexcita o sistema 

nervoso destes animais, por meio da interrupção dos canais de sódio do sistema 

GABAérgico, responsável este pela inibição 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 movimentação das 

larvas tolerantes a certa dosagem deste inseticida presente no substrato (com uma 

profundidade maior alcançada ou distância maior percorrida), o que causaria uma 

redução da massa pela alta atividade metabólica destes indivíduos, dados estes que 

podem ser observado na Tabela 2. Observando as réplicas, em R2 o aumento da 

distância em relação à dose não foi observado; no entanto, o número de pupas 

encontradas foi menor que o obtido na réplica 1 (Tabela 3). Provavelmente, a população 

de indivíduos utilizados em R2 foi mais sensível à ação do inseticida a priori, que 

quando comparado a R1 a qual foi mais sensível a posteriori, pois apresentou um menor 

número de adultos emergentes que o obtido em R2 (Tabela 3). 

Pode-se observar que as diferentes doses de Fipronil causaram mudanças em 

todas as variáveis obtidas e atuando na totalidade de sobrevivência das pupas e larvas 

presentes nos diferentes tratamentos. A profundidade e a massa foram as variáveis que 

tiveram maior influência dos tratamentos; já a distância não apresentou diferença nos 

tratamentos apenas entre o controle e F. A presença do inseticida diminuiu a massa das 

pupas encontradas, alterou a profundidade e distância em alguns tratamentos 

aumentando-as ou diminuindo-as, devido à sensibilidade das larvas à dose utilizada nas 

réplicas e o efeito imediato ou posterior da substância sobre o indivíduo.   

Na Figura 2, pode-se visualizar a variação na distribuição e número de 

indivíduos nos diferentes tratamentos e réplicas, por meio de curvas de níveis, as quais 

representam a densidade de indivíduos dispersos e encontrados nas arenas. 
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FIGURA 2. Gráficos de Distribuição/densidade (curvas de níveis e tonalidades de cor 
representando a densidade de indivíduos encontrados em diferentes porções da arena) e 
Dispersão x,y das pupas nas arenas tratadas com Fipronil. A - Análise em 3 dimensões 
da distribuição, B -  Análise 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 padrão de dispersão dos indivíduos pode ser mais bem visualizado na Figura 

2, onde a distribuição e a densidade dos tratamentos controle nas réplicas apresentaram 

maior área de distribuição (bases mais largas) e uma menor variação na densidade por 

área (picos menos pronunciados), comparados aos tratamentos com presença do 

inseticida. No entanto, o número de pupas encontradas é visivelmente diferente entre os 

tratamentos, diminuindo na medida em que se aumentam as doses de Fipronil, desta 

A 

B 

A 

B 
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forma causando diferenças na densidade de indivíduos distribuídos nas arenas, como 

pode ser observado na Figura 2. 

 Assim, para uma melhor interpretação dos dados obtidos, compreensão do 

comportamento de dispersão larval, escolha do sítio de pupação e efeito do Fipronil no 

padrão de dispersão larval pós alimentar de C. megacephala, procurou-se analisar os 

diferentes tratamentos separando os indivíduos mortos dos sobreviventes nas diferentes 

doses do inseticida (larvas e pupas), procurando relacionar os diferentes setores da arena 

com a escolha do sítio de pupação e emergência ou não de adultos das pupas. 

Observando as Figuras 4, 5, 6 e 7 e as Tabelas 6 e 7, pode-se avaliar a preferência 

na distribuição das pupas encontradas e a porcentagem de sobrevivência (emergência 

dos adultos) nas diferentes porções das arenas, avaliadas por meio de dados de 

profundidade e distância.  

Pode-se observar que poucas pupas foram encontradas em pequenas 

profundidades e distâncias, sendo que o intervalo de maior preferência para pupação no 

tratamento controle foi entre 4 e 8 cm de profundidade e principalmente entre 6-8 cm e 

de distância de 6-12 cm, principalmente de 6-9 cm (Figuras 5 e 7). Já nos tratamentos 

com o inseticida, pode-se observar uma variação neste padrão de escolha do sítio de 

pupação. Dependendo o tratamento (Figuras 5 e 7), há uma maior quantidade de pupas 

nas porções mais superficiais, mas também se pode observar uma maior quantidade nas 

porções mais profundas e distantes em relação ao controle, tal variação sendo talvez 

causada efeito desta substância na fisiologia - comportamento e metabolismo desta 

espécie.  

Na análise da sobrevivência, fica bem claro o efeito do inseticida em todas as 

porções da arena, causando a morte de pupas quanto maior a dose utilizada (Tabela 3 e 

Figuras 4 e 6). 
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FIGURA 4. Porcentagem de emergência 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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Pode-se observar na análise da profundidade, que no tratamento controle, a menor 

porcentagem de sobrevivência é encontrada no intervalo de 4 – 6 cm, onde em 

aproximadamente 55% das pupas encontradas não houve emergência do adulto. 

Diferentemente do observado nas arenas tratadas com Fipronil, em que a maior 

porcentagem de sobrevivência em F/2 e 2F foi neste intervalo de profundidade 4 – 6 

cm. Já na arena F, a maior porcentagem foi no intervalo de 0 – 2 cm, sendo que em 4 – 

6 cm ocorreu a segunda porção da arena com maior sobrevivência. A preferência pela 

escolha do sítio de pupação pode ser influenciada por diversos fatores como: o substrato 

de pupação, da massa dos indivíduos, até mesmo influência de fatores presentes no 

meio de dispersão, como umidade, temperatura, as quais poderiam atuar sobre a escolha 

das larvas por meio do preferência sensorial. 

Pode se observar também, analisando as Figuras 5 e 6, que a maior porcentagem 

de sobrevivência foi obtida no controle, o qual estava sem a presença do inseticida, no 

intervalo de profundidade de 0-2 (75%); no entanto, a porcentagem de preferência 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 mudanças 

comportamentais e mortes de alguns indivíduos, os quais não conseguiram se 

aprofundar muito no substrato. Importante ressaltar também o número de pupas 

encontradas nos diferentes tratamentos (Tabela 3), a qual mostra uma relação 

inversamente proporcional entre dose de Fipronil e número de pupas nas arenas.  

As Tabelas 4 e 5 mostram a média das variáveis observadas nos diferentes 

tratamentos em relação à emergência ou não de adultos. Pôde-se observar variações nas 

médias das variáveis entre os tratamentos (Tabelas 4 e 5), e entre o grupo de adultos 

emergentes (Tabela 4) e não emergentes (Tabela 5) em relação as variáveis observadas, 

dados estes já discutidos anteriormente. 

TABELA 4. Média e desvio padrão da distância, profundidade e massa das pupas 
em que houve emergência do adulto de C. megacephala, no diferentes tratamentos e 
substratos alimentares. 

   
Média (dp) das pupas em que houve emergência de adultos 

Desvio padrão entre parênteses. 

Tratamento Profundidade (cm) Distância xy (cm) Massa (mg) 



                                         Capítulo 6 – Fipronil e dispersão larval de Chrysomya megacephala

  

143

C 5.88 ± 2.05 8.46 ± 2.92 54.05 ± 7.72

F/2 5.16 ± 2.02 7.41 ± 3.20 46.46 ± 8.89

F 5.31 ± 2.92 7.00 ± 3.34 40.38 ± 11.47

Dieta 
artificial 

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 padrão da distância, profundidade e massa das pupas 
em que não houve emergência do adulto de C. megacephala, no diferentes tratamentos e 
substratos alimentares. 

   
Média das pupas em que não houve emergência de adultos 

Desvio padrão entre parênteses. 

Tratamento Profundidade (cm) Distância xy (cm) Massa (mg) 
C 5.99 ± 1.97 8.48 ± 3.02 53.77 ± 6.97

F/2 5.73 ± 2.36 7.83 ± 3.26 49.89 ± 9.99

F 5.29 ± 2.65 7.56 ± 3.47 45.64 ± 10.99

Dieta 
artificial 

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 dispersão larval pós alimentar e, conseqüentemente, a 

preferência de escolha do sítio de pupação, variaram nos diferentes tratamentos, como 

já tinha sido observado na Figura 2. 

À medida que se aumenta a concentração 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 tão logo entraram em contato com 

o inseticida. Outras, na tentativa de procurar um sítio de pupação mais profundo, sem a 

presença do Fipronil se enterraram mais. No entanto, devido ao contato, anteriormente, 

das larvas com esta substância na superfície, a mesma pode ter causado a morte destes 

indivíduos ou mudanças metabólicas nos mesmo, tendo em vista, que o Fipronil 

hiperexcita o sistema nervoso destes animais, por meio da interrupção dos canais de 

sódio do sistema GABAérgico, responsável este pela inibição de impulsos neurais.

Assim, o impulso neural acaba sendo hiperativado o que pode causar a morte do 

inseto em diferentes estágios do desenvolvimento, dependendo da sensibilidade do 

mesmo ao inseticida. Assim, poderia inicialmente causar um aumento na movimentação 

das larvas presentes no substrato (com uma distância e profundidade maior percorridas), 

larvas estas tolerantes a certa dosagem deste inseticida, e conseqüentemente um 

aumento no metabolismo das mesmas, o que causaria uma redução da massa pela alta 

atividade metabólica destes indivíduos, dados confirmados nas Tabelas 2, 6 e 7. 
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No entanto, a sobrevivência destes indivíduos é inversamente proporcional à 

concentração do inseticida nesta profundidade (8-10 cm), ou seja, apesar deles 

permanecerem mais distantes da superfície, a porcentagem de mortos foi maior. 

Talvez, tal resultado possa ser explicado pelo efeito do inseticida não ter sido imediato 

nestas doses, não causando a morte das mesmas na superfície, assim, as larvas 

percebendo a presença desta substância na superfície da arena, procuraram maiores 

profundidades para pupação, sendo que as mais sensíveis morreriam neste trajeto como 

observado na Tabela 5, quanto maior a dosagem maior a profundidade média das 

larvas mortas encontradas. No entanto as que não eram tão sensíveis a droga acabaram 

morrendo na forma de pupa nas maiores profundidades, devido provavelmente a 

dispersão tardia da droga em regiões mais profundas da arena. Assim o indivíduo 

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

TABELA 5. Média da distribuição das larvas encontradas mortas nas arenas com Fipronil

média x y profundidade 
(cm) 

distância 
(cm) 

distância xyz 
(cm) 

F/2 -2,99 -0,91 0,50 7,25 7,28
F -0,38 0,49 1,68 4,08 4,36

R1 

2F 0,07 -0,18 2,86 7,17 7,77

F/2 -2,42 2,10 0,73 7,38 7,44
F 0,85 0,14 1,86 3,82 4,25R2 
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. 

Já quando se analisa a distância em relação à sobrevivência e distribuição nas 

arenas, parece não haver um padrão tão diferenciado em relação aos tratamentos, como 

observado na análise da profundidade. Tal diferença observada na profundidade deve ter 

relação ao modo como foi aplicado o inseticida, ou seja, na superfície; assim, a variável 

profundidade sofreria maiores diversidades e prováveis gradientes de disposição do 

Fipronil de acordo com a profundidade, atuando assim no padrão de escolha e 

mortalidade da espécie nos diferentes tratamentos. Já a variável distância não seria tão 

influenciada como a profundidade, em relação à disposição do inseticida, uma vez que a 

superfície da arena recebeu de forma homogênea a concentração de Fipronil. Assim, a 

profundidade parece ter sido a melhor variável para observação dos efeitos do 

inseticida. 
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A dispersão larval pós-alimentar de C. megacephala nas arenas com Fipronil nos 

diferentes tratamentos sofreu alteração comparando-se ao controle, as larvas escolheram 

seu sítio de pupação mais profundamente, devido provavelmente à disposição do 

inseticida e sua forma de aplicação na superfície. 

 BOLDRINI et al. (1997) analisaram a dispersão larval pós-alimentar de moscas 

varejeiras por meio de modelos matemáticos e observaram que o efeito da vizinhança 

influencia a escolha do local de pupação, principalmente de C. megacephala e C. 

putoria. Desta forma, a escolha do sítio de pupação tem influência da localização de 

pupas próximas; no entanto, as presenças de substâncias químicas em contato com as 

larvas poderiam influenciar a percepção da vizinhança e assim modificar a distância 

entre pupas vizinhas, devido principalmente ao efeito destas substâncias na fisiologia e 

comportamento destas larvas e na percepção sensorial do meio.  Com isto, foram 

obtidos valores para cada arena de dispersão, da média da distância entre as pupas e da 

média da distância mínima entre pupas para avaliação de prováveis mudanças na 

escolha do sítio de pupação e do efeito da vizinhança pelas interações não locais entre 

as larvas. 

 A Figura 8 mostra a média e variância entre a mínima distância nos diferentes 

tratamentos e a Tabela 6 a média da distância entre pupas e a média da distância mínima 

entre pupas e a respectivos valores de variância. No entanto, tal dado pode ser 

erroneamente analisado, pois os tratamentos se diferenciaram em relação a número de 

pupas encontradas, assim quanto menos dados de distribuição são obtidos, maior 

poderia ser a distância e distância mínima entre pupas. Observando a Tabela 3, pode-se 

constatar que quanto maior a dose de Fipronil, menor o número de pupas encontradas. 

Entretanto, o tratamento F/2 nas duas réplicas feitas mostrou uma distância mínima 

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 distâncias em comparação ao controle, o que possibilitou apresentar 

menor média de distância mínima. Esta variação no padrão de dispersão provavelmente 

foi causada pelo efeito do inseticida na percepção sensorial dos indivíduos e no 

comportamento e movimentação larval durante a dispersão, tendo em vista que apesar 

do inseticida estar presente no substrato sua concentração permitia a dispersão larval, 

não sendo observada grande quantidade de larvas mortas neste tratamento (F/2).  



                                         Capítulo 6 – Fipronil e dispersão larval de Chrysomya megacephala

  

146

TABELA 6. Média e variância da distância entre pupas e da distância mínima entre pupas.  

Média da Distância 
entre pupas Variância

Média das Distância mínimas 
entre as pupas Variância

C 11.44 24.49 2.06 0.27 
F/2 11.16 25.88 1.77 0.36 
F 11.11 23.41 2.29 0.34 

R1 

2F 11.08 27.62 2.80 0.81 
C 12.11 29.36 1.98 0.31 
F/3 10.72 24.58 1.29 0.34 
F 10.45 20.73 1.81 0.44 

R2 

2F 10.52 23.13 2.12 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. Gráfico mostrando a média e a variância da mínima distância 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 

distância mínima entras as pupas (R1: F = 6,1385; p = 0,0008 – diferenças entre 2F e 

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

e todos os outros tratamentos).  
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 Pela análise dos dados de distância mínima (Tabela 6) e de número de pupas 

encontradas em cada tratamento (Tabela 3), era de se esperar que nos tratamentos com 

menor número de pupas encontradas, as mesmas apresentassem uma distância mínima 

entre elas maior, já que a arena apresentaria menor densidade por área total. Desta 

forma as médias crescentes de distâncias mínimas 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 não se diferenciou do controle, apenas 

2F se diferenciou de todos os tratamentos, inclusive o controle, em R1. A explicação 

para este fato pode ser atribuída ao efeito do Fipronil na metabolismo e efeito da 

vizinhança na escolha do sítio de pupação pelas larvas (BOLDRINI et al.; 1997), ou seja, 

quanto menos pupas ou larvas presentes nas arenas, menor o efeito da vizinhança na 

escolha do sítio, menor assim a distância (profundidade e distância) 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 indivíduos, principalmente no tratamento F/2, 

sendo que tal dado não foi observado no tratamento controle. O tratamento F/2 não 

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 percepção sensorial do meio. Assim, o efeito do Fipronil pode acarretar padrões de 

distribuição e dispersão diferentes aos observados no controle.  

 O cálculo da média da distância mínima entre pupas nestes tratamentos com 

Fipronil foi alterado, e assim menor ao observado no controle, por causa deste 

agrupamento de pupas, o que gera distâncias nulas entre elas, diminuindo assim o valor 

da média. No entanto, em F e 2F, devido à grande mortalidade de indivíduos e menor 

quantidade de grupos de pupas encontrados, a distância acabou sendo maior que o 

controle principalmente, quando se observa a R1. 
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 Conclusões 

 Pode-se constatar que todas as variáveis observadas nos tratamentos com 

Fipronil sofreram alteração, diferindo do padrão de dispersão larval pós-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 à sobrevivência de 

maior número de indivíduos comparado aos tratamentos F e 2F. De acordo com os 

resultados observados nas variáveis profundidade, distância e massa, o inseticida 

provavelmente causou mudanças fisiológicas e consequentemente comportamentais nas 

larvas em contato com o Fipronil, atuando assim no metabolismo (aumento metabólico 

– redução na massa e alteração da distância percorrida nos tratamentos) e percepção 

sensorial do meio na escolha de um sítio de pupação (efeito da vizinhança e distância 

mínima entre pupas). 
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CAPÍTULO 7 

Efeito do Fipronil na dispersão pós-alimentar larval de Musca 
domestica (L.) (Diptera: Muscidae) 
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Resumo 

Musca domestica é uma espécie altamente sinantrópica e onívora, existindo uma 

preocupação crescente de populações urbanas com a proliferação desta espécie nos 

últimos anos, principalmente próximo a locais com substratos adequados para a 

procriação e proliferação das mesmas. Diversas formas de controle têm sido utilizadas 

para esta espécie, principalmente com o uso de inseticidas. Este muscídeo tem 

importância médica, veterinária e forense. As larvas de M. domestica, após a exaustão 

dos recursos alimentares, abandonam o substrato alimentar em busca de um sítio para 

pupação, processo chamado de dispersão larval pós-alimentar. No entanto, este 

substrato de pupação pode estar contaminado com substância química, a qual pode 

alterar o comportamento de dispersão larval. Assim, foi utilizado Fipronil (inseticida - 

Regent 800 WG) no substrato de pupação, para avaliar o efeito no comportamento de 

dispersão larval pós-alimentar de M. domestica, pois esta substância pode interferir nos 

processos neurológicos, inibindo ou hiperativando os neuro-transmissores, podendo 

causar mudanças fisiológicas (no desenvolvimento e no comportamento), as quais têm 

importância na estimativa do IPM (intervalo pós-morte - ciência forense). A dispersão 

pós-alimentar larval foi realizada em quatro arenas circulares (Controle, dose utilizada 

para controle de diversas pragas agrículas - 2,5.10-3 mg/cm2, metade da dose de controle 

e o dobro da dose de controle - com réplicas) preenchidas com areia, com diâmetro de 

30 cm e profundidade 10 cm. O Fipronil foi aplicado (spray) no substrato de dispersão 

(areia), na superfície da arena na dose de 2,5. 10-3 mg/cm2. As larvas ao atingirem o 3o

instar, foram soltas no centro das arenas (100 larvas liberadas em cada tratamento), e 

posteriormente, após a formação das pupas, os dados referentes à 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 distância das pupas do centro de 

irradiação foram alteradas, de forma diferente nos diferentes tratamentos, quando 

comparadas ao tratamento controle, sendo que dependendo da réplica e do tratamento, a 

dispersão 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 variações na dispersão foram 

provavelmente causadas por mudanças sensoriais e motoras em virtude da droga 

utilizada.  

Introdução 

Musca domestica é uma espécie pertencente a família Muscidae (Diptera), sendo 

altamente sinantrópica e onívora, o que favorece a sua dispersão e distribuição pelos 

continentes (CARVALHO, 2002; MARICONI et al., 1999), assim estando bastante presente 

no ambiente humano (GREENBERG, 1971). Várias espécies pertencentes à família 

Muscidae são de grande importância agrícola, pois são consideradas pragas de 

plantações, atacando produtos agícolas de importância econômica (CARVALHO, 2002). 

Em relação à M. domestica, existe uma preocupação crescente de populações 

urbanas nos últimos anos, principalmente próximas a locais que propiciem a 

proliferação destas moscas, como culturas de cana de açúcar, devido à utilização de 

práticas agrícolas, as quais criam um ambiente propício à criação de moscas, como é o 

caso da vinhaça (BURALLI & GUIMARÃES, 1985), e devido também ao manejo 

inadequado de esterco, especialmente em aviários, e de lixo (MARCONDES, 2001).

Desta forma, tentativas de controle destas moscas vêm sendo propostas, 

principalmente utilizando-se inseticidas, tendo como principal alvo de ação, o sistema 

nervoso, devido à alta eficácia e rápida resposta que proporcionam no controle de 

pragas (CASIDA & QUISTAD, 1998; LUND, 1985; MATSUMURA, 1985; WARE, 1989). 

Moscas utilizam-se de substratos discretos e efêmeros para posturas dos ovos 

pelas fêmeas e para alimentação das larvas (HANSKI, 1987). As larvas das espécies de 

Muscidae podem ser coprófagas, saprófagas ou carnívoras (SKIDMORE, 1985) e após a 

alimentação, procuram por um sítio de pupação no habitat, ou por mais fonte de 

alimento adicional, no caso daquelas larvas que não obtiveram o peso mínimo para a 

pupação, e esse processo é denominado dispersão larval pós-alimentar (GREENBERG, 



                                                       Capítulo 7 – Fipronil e dispersão larval de Musca domestica 156

1990), a qual deve ser considerada na estimativa do IPM (GOMES et al., 2003; VON 

ZUBEN et al., 1998) e pode ser de importância em novas formas de controle destas 

moscas, uma vez que o estágio larval é o momento do desenvolvimento do inseto em 

que ele está mais suceptível à predação e menor capacidade de deslocamento 

comparando-se aos adultos. 

Nenhum estudo de dispersão larval em M. domestica havia sido feito, sendo 

encontrados apenas alguns estudos de dispersão larval em califorídeos como o trabalho 

de GRENN (1951), de GREENBERG (1990), e de NUORTEVA (1977), e outros envolvendo 

modelos, como os de dispersão larval pós-alimentar em ambiente restrito à uma única 

direção que se basearam em equações de difusão (BASSANEZI et al., 1997), análises 

estatísticas (GODOY et al., 1995, 1996; VON ZUBEN et al., 1996), sob o enfoque de 

interações não-locais (BOLDRINI et al., 1997), e através da análise de dispersão em 

arenas circulares para pupação (GOMES et al.,2002, 2003, 2005). Além disso, estudos de 

dispersão e outros que observem tipos de comportamentos espaço-temporais, muito 

comuns em ecologia populacional, vêm utilizando modelagens físico/matemáticas e 

simulações de fenômenos em sistemas complexos, para melhor compreensão e 

interpretação dos dados observados (TEWS et al., 2004; ZIV, 1998), tendo em vista a 

grande quantidade de variáveis envolvidas e a interação existente entre as mesmas.  

No entanto, ainda não existem trabalhos que observem o comportamento de 

dispersão larval e conseqüente padrão de distribuição espacial nos sítios de pupação, de 

indivíduos em contato com substratos de pupação com substâncias químicas 

(inseticidas), as quais podem influenciar neste e em outros comportamentos.  

No entanto, muitos insetos apresentam certa resistência a alguns inseticidas 

utilizados, e um inseticida que vem sendo bastante utilizado ultimamente e com grande 

eficiência no controle de cupins e gafanhotos, pragas estas de grande importância 

agrícola, e em qualquer estágio do desenvolvimento (ninfal, larval ou adulto), é o 

Fipronil (grupo químico: Fenil Pirazol) (KIDDS & JAMES, 1991; UNIVERSITY OF 

MINNESOTA, 2006; BOBE et al., 1997). O Fipronil causa excessiva excitação 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 atuação de inseticidas e drogas no 

sistema nervoso têm sido de fundamental importância (VON KEYSERLINGK, 1985) para 

que se possa obter um melhor conhecimento do seu modo de ação, conseqüências 

comportamentais e mudanças fisiológicas nos seres vivos, além de, no caso de insetos 

pragas, auxiliarem na elaboração de programas de manejo da resistência destes aos 

inseticidas (GEORGHIOU, 1983). Assim o objetivo deste estudo é avaliar o efeito do 

Fipronil (Inseticida: Fenil Pirazol) no padrão de comportamento de dispersão larval pós-

alimentar de M. domestica em arenas circulares.  

Material e Métodos 

Coleta e manutenção dos espécimes sob condições experimentais 

Exemplares adultos de M. domestica foram coletados no Instituto de Biociências 

da UNESP, em Rio Claro, SP. Foi utilizado como isca, matéria orgânica de origem 

animal em decomposição, e os exemplares coletados foram mantidos em gaiolas teladas 

em sala climatizada a 27±1°C e fotoperíodo de 12hs. 

A alimentação oferecida aos adultos foi de açúcar, água e fígado bovino, sendo 

este último destinado para o fornecimento protéico necessário para o desenvolvimento 

ovariano das fêmeas adultas (LINHARES, 1988). Carne bovina moída foi usada como 

substrato para postura pelas fêmeas grávidas (parentais); estes ovos foram utilizados 

para produção da geração F1, e assim, somente a geração F2 foi empregada nos 

experimentos. 

Como substrato alimentar para desenvolvimento larval da espécie estudada, foi 

utilizado: meio artificial, à base de leite em pó, ágar, levedura de cerveja, nipagin e 

caseína, preparado de acordo com LEAL et al. (1982). 

Os ovos destas espécies foram depositados pelas fêmeas (F1) em macerado de 

carne moída, sendo que imediatamente após a oviposição, os ovos foram separados e 

mantidos em BOD (temperatura de 27±1°C e fotoperíodo de 12 h) até a eclosão das 

larvas, para a formação 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: três frascos com doses diferentes de Fipronil e um 

tratamento controle. Após a eclosão, as larvas foram colocadas em frascos contendo 

meio artificial (LEAL et al., 1982) (400 larvas em 125 gramas de dieta – 0,31g/larva). 



                                                       Capítulo 7 – Fipronil e dispersão larval de Musca domestica 158

Após 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 diâmetro e de 10 cm de profundidade forradas 

com areia [aproximadamente 7 dm3] (Figura 1), na qual as larvas irradiaram para buscar 

seu sítio de pupação. Estas arenas foram colocadas em salas com temperatura variando 

entre 25ºC e 27ºC, com fotoperíodo de 24 h, ou seja, luz total. 

  
FIGURA 1. Esquema e foto das arenas utilizadas para estudo da dispersão larval pós-

alimentar. 

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

retirada de qualquer substância química presente na mesma e peneirada, para que 

ficasse mais homogênea no tamanho de seus grãos (diâmetro dos grãos 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 água antes de se montar 

as arenas e iniciar a dispersão, pois este substrato, se totalmente seco, impossibilitava 

que as larvas conseguissem se enterrar, causando a morte das mesmas. Após a 

montagem de todas as arenas, 50 mL de água eram dispersos pela superfície destas por 

meio de “spray”, com a presença de Fipronil (tratamentos com dose) ou sem a presença 

do inseticida (controle). A Tabela 1 abaixo mostra a metodologia empregada nos 

substratos alimentares e nas arenas de dispersão. 

A B 
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TABELA 1. Metodologia utilizada nas arenas de dispersão. 
* volume “exemplo” calculado de acordo com a massa média dos animais utilizados. 

Metodologia utilizada nas arenas de dispersão larval pós-alimentar 
   Treatment realizado no substrato 

Denominação do 
tratamento 

Substrato alimentar larval Substrato de pupação 

Controle 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Sem tratamento Dispersão "spray" de 50 mL de água areia 

F/2 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Sem tratamento Dispersão "spray" de 0,88 mg de Fipronil (50 mL) areia 

F 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Sem tratamento Dispersão "spray" de 1,76 mg de Fipronil (50 mL) areia 

2F 125 g de Dieta (Leal et al., 1982) Sem tratamento Dispersão "spray" de 3,52 mg de Fipronil (50 mL) areia 

Dados que foram obtidos na análise das arenas. 

Após 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 pupação em relação ao centro, com o auxílio de régua. Através dos dados de 

coordenada foram obtidas a distância de cada pupa do centro de irradiação e a distância 

xyz, como pode ser observado na Figura 1.  A contagem começou da periferia para o 

centro.  

Por meio das coordenadas das pupas encontradas, foram feitos gráficos de 

densidade dos indivíduos de acordo com a distribuição dos indivíduos na arena, como 

proposto por WORTON (1989), com ajuda do programa MATLAB 6.5, visando uma 

melhor interpretação e visualização dos padrões de dispersão larval e localização das 

pupas nos diferentes tratamentos. 

Cada pupa foi individualizada em frascos de plástico e pesada em balança 

analítica da marca Ohaus, antes que ocorresse a emergência dos adultos. Os dados de 

peso foram anotados na mesma planilha dos outros dados, para futura análise. 

Após a pesagem, cada pupa foi devolvida ao seu respectivo frasco, para após a 

emergência ser feita a sexagem dos adultos. Também foi observado o número de 

indivíduos mortos nos diferentes tratamentos, procurando ver a influencia da dose do 

inseticida na mortalidade e no comportamento de dispersão. Neste caso, foi observado o 

número de larvas mortas no substrato de pupação ou mortalidade no estágio de pupa, no 

qual, passados vários dias, não houve a emergência do adulto. 
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Drogas utilizadas, suas disposições e dosagens.   

 Foi utilizado o Fipronil (grupo químico: 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 agrículas para controle de pragas 

(AGROFIT, 2006).  

 O inseticida foi colocado no substrato de pupação (areia) nas arenas, devido a seu 

modo de aplicação na agricultura. A dose utilizada para observação do efeito desta 

substância no padrão de dispersão larval foi igual à a uma dose média utilizada na 

agricultura para o controle de diversas pragas (AGROFIT, 2006), (250g de p.c./ha 

(hectare) que corresponde a 2,5.10-3 mg/cm2, 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 (água e/ou substância dissolvida) sobre toda a superfície da 

arena.  

 Foram feitos quatro tratamentos, o tratamento controle (C), o qual recebia 50 mL 

de água dispersa na superfície antes de se colocarem as larvas; e três 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) . 

Análise estatística e utilização de ferramentas computacionais. 

Análise de variância (ANOVA) e testes de comparação múltipla de Bonferroni 

foram utilizados comparando as médias de profundidade, de distância e massa dos 

tratamentos realizados, utilizando nível global de significância de 5%. 

Por meio das coordenadas das pupas encontradas, foram feitos gráficos de 

densidade dos indivíduos de acordo com a distribuição dos indivíduos na arena, como 

proposto por WORTON (1989); e calculada a média da distância mínima entre as pupas e 

a média da mínima distância entre as pupas, nos diferentes tratamentos (doses) e 

substratos alimentares. Estas ferramentas utilizadas na melhor interpretação dos dados 

obtidos foram feitas com ajuda do programa MATLAB 6.5, tal análise era imediata e 

foram obtidos gráficos e valores necessários para interpretação dos resultados.    
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Resultados e Discussão 

Foi observado que as pupas encontradas nos diferentes tratamentos revelaram 

mudanças no padrão de dispersão larval pós-alimentar (profundidade e distância) e 

diferenças nas médias de algumas variáveis analisadas, como a massa. 

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

distância e distância xyz) da distribuição das pupas encontradas nos diferentes 

tratamentos. 

TABELA 2. Média de cada dado obtido da dispersão de M. domestica nas arenas tratadas 
com Fipronil. R1 – réplica 1 e R2 – réplica 2. 

média x y profundidade 
(cm) 

distância 
(cm) 

distância xyz 
(cm) Massa indivíduo (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 

R1 

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 

R2 

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 análise estatística utilizando a variável dependente profundidade mostrou haver 

diferenças apenas nos tratamentos (F = 18,3787; p = 3,1643.10-11), sendo que as réplicas 

(F=1,6669, p=0,1973) e a interação réplica x tratamento (F=0,0463, p=0,9867) não 

apresentaram diferenças. Na análise de comparação múltipla, foi possível observar que 

F e 2F não se diferenciam entre si, mas se diferenciam de C e F/2. Pôde-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 redução na 

profundidade percorrida pelas larvas de M. domestica. Já no tratamento F/2, a distância 

foi a maior observada, mas não diferiu significativamente da média obtida no controle.

Já quando se analisa a variável distância, pode-se observar apenas diferença entre 

as réplicas (F=,6,1798; p=0,0133); já entre os tratamentos (F=2,4926; p=0,0596) e a 

interação réplica x tratamento (F=1,0874; p=0,3541) não foram observadas diferenças. 

Tal diferença observada entre as réplicas pode ser vista por meio dos dados da Tabela 2, 

em que as médias obtidas em R1 são maiores que as observadas em R2; no entanto, a 

variação nos tratamentos é semelhante. Não foi observada variação na distância entre os 
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tratamentos, provavelmente por duas razões o número de pupas encontradas na amostra, 

foi pequeno nos tratamentos com maiores doses de Fipronil (Tabela 3), e a segunda 

opção, de que a distância não sofre realmente tanta influência do tratamento, talvez por 

causa da forma com que foi aplicado o inseticida nas arenas, superficialmente, o que 

poderia causar gradientes de disposição do Fipronil nas diferentes profundidades (maior 

disposição na superfície e  menor nas porções mais profundas). Assim, as larvas 

poderiam perceber a presença e caminhar mais ou menos, dependendo do efeito da 

substância na fisiologia larval (metabolismo e comportamento). 

TABELA 3. Porcentagem de larvas mortas, adultos emergentes (machos e fêmeas) em 
relação a 100 larvas inicialmente em dispersão larval pós-alimentar.  
  Porcentagem das 100 larvas colocadas nas arenas para dispersão 

Tratamento Larvas 
mortas 

Adultos 
emergentes Machos Fêmeas Pupas 

encontradas 
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

R1 

2F  48.00 16,67 60,00 40,00 30,00
       

Controle 0.00 74,23 48,61 51,39 97,00
F/2 31.00 42,00 61,90 38,10 50,00
F 48.00 30,00 58,33 41,67 40,00

R2 

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 variação na massa dos indivíduos nos 

diferentes tratamentos (Tabela 2), sendo que a presença de inseticida no substrato de 

dispersão larval (areia) nas diferentes doses causou uma redução na massa das pupas 

encontradas. Pode-se observar diferenças significativas analisando esta variável (massa) 

entre réplica (F=5,0404; p=0,0252) e tratamento (F= 180,5053; p=2,4035. 10-75), mas a 

interação réplica x tratamento (F=1,1155; p=0,3424) não apresentou diferença, ou seja, 

o efeito do tratamento nas réplicas foi semelhante, e vice versa. Esta variação na massa 

pode causar mudanças no padrão de dispersão larval, como observado e discutido na 

revisão feita por GOMES et al. (2006), em que foram relatadas correlações entre massa, 

distância e profundidade em C. megacephala e C. albiceps em diferentes condições 

experimentais. 

As réplicas se diferenciaram, já 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 sobrevivência das larvas e as pupas encontradas foi muito menor (Tabela 2 e 

3). As maiores doses de Fipronil causaram grande mortalidade de indivíduos e menor 

emergência de adultos, além de terem modificado a dispersão das larvas diminuindo a 

profundidade percorrida. Assim, mesmo o inseticida sendo aplicado superficialmente 

nas arenas, o que de certa forma geraria gradientes de disposição da substância no 

substrato (areia), as larvas em contato com doses maiores sofreram maior influência na 

massa e profundidade, diminuindo as duas variáveis. Tal mudança provavelmente foi 

causada pelo efeito do inseticida na fisiologia larval, sendo que as larvas em contato 

com doses F e 2F, sofreram maior influência logo que tiveram contato com a 

substância. Assim, foi observada grande quantidade de larvas mortas e, estas foram 

encontradas a pequenas distâncias do centro de dispersão (Tabela 4). Já as larvas em 

contato com a dose F/2, as pupas foram encontradas nas maiores profundidades e 

distâncias xyz (Tabela 2), ou seja, provavelmente o efeito do inseticida não tenha sido 

imediato, mas a posteriori, pois as mesmas conseguiram se dispersar, e as larvas 

encontradas apresentaram profundidades e distâncias maiores que as obtidas em F e 2F 

(Tabela 4). 

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

média x y profundidade 
(cm) 

distância 
(cm) 

distância xyz 
(cm) 

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

R1 

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

F/2 0,74 4,34 1,99 5,22 6,30
F 0,66 0,66 0,56 1,21 1,48R2 
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 explicação para estas modificações na dispersão larval pós-alimentar de M. 

domestica, provavelmente tem relação com a alteração na atividade dinâmica e 

metabólica que o Fipronil pode causar nos insetos. Sabe-se que o mesmo hiperexcita o 

sistema nervoso destes animais, por meio da interrupção dos canais de sódio do sistema 

GABAérgico, responsável este pela inibição 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 movimentação das larvas 
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presentes no substrato (com uma profundidade maior alcançada ou distância maior 

percorrida), larvas estas tolerantes a certa dosagem deste inseticida, e conseqüentemente 

um aumento no metabolismo das mesmas, o que causaria uma redução da massa pela 

alta atividade metabólica destes indivíduos, dados este que podem ser observados na 

Tabela 2. 

Na Figura 2, pode-se visualizar a variação na distribuição e número de 

indivíduos nos diferentes tratamentos e réplicas, por meio de curvas de níveis as quais 

representam a densidade de indivíduos dispersos e encontrados nas arenas. 

FIGURA 2. Gráficos de Distribuição/densidade e Dispersão x,y das pupas nas arenas 
tratadas com Fipronil. A – Réplica 1 e B – Réplica 2. A - Análise em 3 dimensões da 
distribuição, B -  Análise da base. R1 – réplica 1 e R2 – réplica 2. F/2 – metade de F, F – dose 
utilizada na agricultura e 2F – dobro de F.

A 

B 

A 

B 
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A análise da Figura 2 nos permite afirmar que a diferença na dose do inseticida 

nos diferentes tratamentos causou alterações no comportamento de dispersão larval pós-

alimentar deste muscídeo. As larvas em contato com a dose F/2 dispersaram (maiores 

distâncias) mais que qualquer outro tratamento, até mesmo o controle. Isto pode ser 

observado por meio da base dos gráficos de densidade / distribuição (Figura 2), sendo 

que estas bases em F/2 são as maiores obtidas. 

Pôde-se observa também que os tratamentos F apresentam as menores bases e uma 

menor quantidade de indivíduos encontrados. Já no tratamento 2F, as bases não são tão 

pequenas quando se compara ao controle, principalmente, na réplica 1. Tal diferença 

pode ser explicada pelo efeito da substância sobre os indivíduos mais resistentes, os 

quais percebendo a presença ou sob efeito da mesma, via aumento metabólico, 

caminhariam mais e assim apresentariam maiores bases nos gráficos de densidade / 

distribuição. 

A variação de densidade nos gráficos F/2 é menor que nos outros tratamentos, ou 

seja, os indivíduos não se concentraram em uma região da arena. Tal resultado poderia 

ser explicado pela presença da droga em uma dose tolerável para a maioria dos 

indivíduos, os quais procurariam se dispersar mais na tentativa de procurar por um sítio 

de pupação mais adequado.   

No entanto, o número de pupas encontradas é visivelmente diferente entre os 

tratamentos, diminuindo na medida em que se aumentam as doses de Fipronil, desta 

forma causando diferenças na densidade de indivíduos distribuídos nas arenas, como 

pode ser observado na Figura 2. 

 Assim, para uma melhor interpretação dos dados obtidos, compreensão do 

comportamento de dispersão larval, escolha do sítio de pupação e efeito do Fipronil no 

padrão de dispersão larval pós alimentar de M. domestica, procurou-se analisar os 

diferentes tratamentos separando os indivíduos mortos dos sobreviventes, as diferentes 

doses do inseticida (larvas e pupas), procurando relacionar os diferentes setores da arena 

com a escolha do sítio de pupação e emergência ou não de adultos das pupas. 

Observando as Figura 3, 4, 5 e 6 e as Tabelas 6 e 7, pode-se avaliar a preferência 

na distribuição das pupas encontradas e a porcentagem de sobrevivência (emergência 

dos adultos) nas diferentes porções das arenas, avaliadas por meio de dados de 

profundidade e distância.  
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 Analisando da Figura 3, pode-se observar que houve uma maior sobrevivência 

das pupas no tratamento controle, próximas à superfície e nas maiores profundidades. 

No entanto, poucas pupas foram encontradas próximas à superfície em C, entre 0-2 cm 

de profundidade (Figura 4), sendo que a maior preferência na escolha do sito de 

pupação foi no intervalo de profundidade de 6-8cm.  

Já os tratamentos em que o Fipronil estava presente, o padrão de preferência 

observado no Figura 4, foi completamente modificado. Pode-se perceber uma maior 

quantidade de pupas encontradas nas regiões com profundidade de 0-2 cm e de 2-4 cm, 

quanto maior a dose. A preferência de escolha do sítio de pupação nos diferentes 

intervalos de profundidades, mostra certa semelhança entre C e F/2, e entre F e 2F. 

A baixa amostragem de pupas encontradas nos tratamentos com dose maior não 

permite concluir, interpretar ou visualizar um padrão nos dados de porcentagem de 

sobrevivência nas diferentes profundidades. Devido ao modo de aplicação do inseticida 

nas arenas, poderia se esperar que as larvas procurassem regiões mais profundas, 

diminuindo assim a chance de mortalidade naquela porção mais profunda. No entanto, 

apenas em F/2 tal procura por maior profundidade foi observada; entretanto, a 

sobrevivência parece ter diminuído na medida em que aprofundavam nas arenas. Tal 

fato observado em F/2 pode ter relação ao efeito do inseticida, alterando o 

comportamento larval e metabólico da larva, ou seja, o inseticida poderia alterar a 

dinâmica de movimentação das larvas. Assim que as larvas entrassem em contato com o 

inseticida nesta dose, procurariam dispersar e se enterrar mais, sendo que as mais 

sensíveis procurariam maiores profundidades. No entanto, por serem mais sensíveis, 

sobreviveriam menos, como foi observado nas Figuras 3 e 4. 

Já nos tratamentos com doses F e 2F, as larvas, ao entrarem em contato com a 

droga, sofriam o efeito imediatamente e não conseguiam se aprofundar muito na arena, 

permanecendo em regiões mais superficiais, sendo que a sobrevivência seria menor 

quanto maior a dose do inseticida. 
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A análise na preferência e sobrevivência em relação à distância pode ser 

observada nas Figuras 5 e 6. No controle, há uma maior concentração nas porções mais 

centrais da arena entre (0-9cm), sendo a maior quantidade de pupas encontradas entre 0 
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3 cm (Figura 6), já a sobrevivência é maior nas regiões intermediárias de distância, 6-

9cm (Figura 5). A presença do Fipronil nos tratamentos alterou a preferência e diminuiu 

a sobrevivência das pupas de diferentes formas nos diferentes tratamentos. 

Pode-se observar uma menor tendência de localização das pupas nas regiões mais 

centrais (distância de 0-6 cm) no tratamento F/2, sendo que o aumento da dose de 

Fipronil causou uma maior preferência por esta região 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 substância comparado com 

os tratamentos F e 2F; porém, tal variação pode ser explicada pelo efeito do inseticida, o 

qual age no sistema GABAérgico, causando um aumento na transmissão neural, que 

reflete num aumento metabólico e conseqüentemente num aumento do gasto energético, 

que poderia resultar em distâncias maiores percorridas, como observado em F/2. Este 

gasto energético resultaria em uma perda de massa em relação ao controle, a qual foi 

constatada (vide Tabela 2). No entanto, nas arenas F e 2F, a perda de massa é maior 

ainda e a distância percorrida é menor sendo que, tal fato pode ser explicado por dois 

motivos: amostragem baixa (poucos indivíduos chegaram até estágio de pupa) e efeitos 

desta substância quando em alta concentração, causando um grande aumento dos 

impulsos nervosos, o que resultaria em dificuldades locomotoras e sensoriais dos 

indivíduos, impedindo que os mesmos encontrassem um sítio de pupação. 

A análise das Tabelas 5 e 6, nos permite observar que na presença de Fipronil, a 

média de profundidade percorrida pelas larvas para escolha do sítio de pupação foi 

reduzida principalmente nos tratamentos F e 2F, tanto entre as pupas sobreviventes 

(Tabela 5) quanto entre as que não houve emergência do adulto (Tabela 6). Já quanto à 

distância, observa-se que nas pupas que sobreviveram (Tabela 5), um aumento da 

distância na menor dose (F/2) e redução da distância nas maiores doses (F e 2F), já nas 

pupas em que não houve emergência (Tabela 6), a distância na presença do Fipronil foi 

maior que a observada no controle, talvez porque as pupas mais sensíveis (que 

morreram) procuraram caminhar mais na tentativa de “fuga” do inseticida, ou o mesmo 

alterou (aumentando) o metabolismo e dinâmica de deslocamento das mesmas em 

comparação ao grupo q sobreviveu. 
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TABELA 5. Média e desvio padrão da distância, profundidade e massa das pupas 
em que houve emergência do adulto de M. domestica, no diferentes tratamentos e 
substratos alimentares. 

   
Média (dp) das pupas em que houve emergência de adultos 

Desvio padrão entre parênteses. 

Tratamento Profundidade (cm) Distância xy (cm) Massa (mg) 
C 6.01± 2.54 6.90 ± 3.66 23.02 ± 4.79

F/2 6.04 ± 2.99 7.20 ± 3.95 21.43 ± 3.78

F 4.15 ± 2.16 6.45 ± 2.91 11.96 ± 3.65

Dieta 
artificial 

2F 3.81 ± 2.05 5.52 ± 3.98 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 padrão da distância, profundidade e massa das pupas 
em que não houve emergência do adulto de M. domestica, no diferentes tratamentos e 
substratos alimentares. 

   

Média (dp) das pupas em que não houve emergência de 
adultos 

Desvio padrão entre parênteses. 

Tratamento Profundidade (cm) Distância xy (cm) Massa (mg) 
C 5.59 ± 2.13 5.71 ± 3.88 23.28 ± 3.57

F/2 6.03 ± 2.69 7.84 ± 3.42 20.79 ± 4.59

F 4.08 ± 6.25 7.87 ± 2.81 11.86 ± 2.80

Dieta 
artificial 

2F 3.86 ± 2.46 6.44 ± 4.29 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 dispersão larval pós-alimentar de M. 

domestica é o efeito do aglomerado larval na procura do sítio de pupação, BOLDRINI et 

al. (1997) analisaram a dispersão larval pós-alimentar de moscas-varejeiras por meio de 

modelos matemáticos e observaram que o efeito da vizinhança influência a escolha do 

local de pupação, principalmente de C. megacephala e C. putoria. Desta forma, a 

escolha do sítio de pupação tem influência da localização de pupas próximas; no 

entanto, as presenças de substâncias químicas em contato com as larvas poderiam 

influenciar a percepção da vizinhança e assim modificar a distância entre pupas 

vizinhas, devido principalmente ao efeito destas substâncias na fisiologia e 

comportamento destas larvas e na percepção sensorial do meio. Com isto, foram obtidos 

valores para cada arena de dispersão, da média da distância entre as pupas e da média da 

distância mínima entre pupas, para avaliação de prováveis mudanças na escolha do sítio 

de pupação e do efeito da vizinhança pelas interações não locais. 
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 A Figura 7 mostra a média e variância entre a mínima distância nos diferentes 

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

mínima entre pupas e a respectivos valores de variância. 

TABELA 7. Média e variância da distância entre pupas e da distância mínima entre pupas. 

Média da Distância 
entre pupas Variância Média das Distância 

mínimas entre as pupas Variância

C 10.03 22.45 1.89 0.24

F/2 12.11 27.70 3.02 0.49

F 9.73 16.60 2.67 0.64
R1 

2F 12.00 34.80 2.89 1.20

C 9.81 23.64 1.96 0.25

F/2 10.89 20.86 2.95 0.43

F 8.64 15.54 2.31 0.40
R2 

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. Gráfico mostrando a média e a variância da mínima distância 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 mínima distância entre 

pupas foi observada no controle, provavelmente devido a dois fatores: número de pupas 

encontradas e comportamento de dispersão larval. Pode-se observar que a presença do 

inseticida diminuiu o número de pupas encontradas, aumentando o número de larvas 

mortas, e alterando a distância e profundidade na escolha do sítio de pupação. Tal 

variação também foi observada na variável distância calculada entre as pupas nestes 

tratamentos. 

 Pode-se observar diferenças 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 é igual a F, e 2F é igual a F/2 e F, mas F/2 é diferente de F). 

 A presença de Fipronil alterou a distância entre as pupas, provavelmente por 

dois fatores: o efeito do inseticida no padrão de dispersão (o qual foi alterado, como 

discutido anteriormente) e o número de pupas encontradas (que diminuiu na medida em 

que se aumentava a dose de Fipronil). Alguns trabalhos relatam os efeitos de 

substâncias tóxicas ao sistema nervoso sobre o comportamento dos insetos, em larvas de 

Sarcophaga bullata (ZDÁREK et al, 2004), em que se observam mudanças no 

comportamento de pupação destes dípteros; efeitos comportamentais e de mortalidade 

em vespas parasitas Aphidius ervi (DESNEUX et al., 2004), efeitos no comportamento de 

repelência em culicídeos (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 coleópteros adultos (BECKEL et al., 2004). Já 

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 comparações e análises 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 influências no comportamento destes indivíduos e principalmente no 

comportamento de dispersão larval (HAYNES, 1988), e influenciando menos na 

mortalidade. 

Conclusões 

 Pode-se constatar que todas as variáveis observadas nos tratamentos com 

Fipronil sofreram alteração, diferindo do padrão de dispersão larval pós-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 à sobrevivência de maior número de 

indivíduos comparado com os tratamentos F e 2F, além de ter se diferenciado do padrão 

obtido nos tratamentos com maior dose do inseticida, provavelmente por efeitos sub-

letais da substância. De acordo com os resultados observados nas variáveis 

profundidade, distância e massa, o inseticida provavelmente causou mudanças 

fisiológicas e consequentemente comportamentais nas larvas em contato com o mesmo, 

atuando assim no metabolismo (aumento metabólico – redução na massa e alteração da 

distância percorrida nos tratamentos) e percepção sensorial do meio na escolha de um 

sítio de pupação (efeito da vizinhança e distância mínima entre pupas). 
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CAPÍTULO 8 
Análise da variação da umidade nas arenas de dispersão 

   

Para melhor compreensão dos resultados obtidos nas arenas de dispersão e na 

tentativa de se levantar prováveis fatores que podem influenciar na escolha do sítio de 

pupação por larvas de moscas, foi analisada a porcentagem de massa de água (podendo 

ser inferida como volume de água) presente no substrato de pupação em diferentes 

regiões e profundidades das arenas utilizadas. Foram escolhidas seis diferentes regiões, 

divididas em duas porções: centro da arena (0 a 2 cm do centro da arena) e periferia da 

arena (13 a 15cm do centro da arena), e em três 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 água existente em 

diferentes porções da arena nos diferentes tratamentos (dieta e fígado), antes de ocorrer 

a dispersão e após a ocorrência da mesma. 
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FIGURA 1. Gráfico demonstrativo da porcentagem de água existente nas diferentes 
porções da arena nos diferentes intervalos de tempo (antes da dispersão e pós-dispersão 

larval de indivíduos tratados com dieta artificial) 

Tabela 1. Porcentagem de perda de água nas diferentes 
porções da arena (substrato alimentar – dieta artificial). 

Porcentagem de perda de água 
(início/ 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. Gráfico demonstrativo da porcentagem de água existente nas diferentes 
porções da arena nos diferentes intervalos de tempo (antes da dispersão e pós-dispersão 

larval de indivíduos tratados com fígado de coelho) 

Tabela 2. Porcentagem de perda de água nas diferentes 
porções da arena (substrato alimentar – Fígado). 

Porcentagem de perda de água 
(início/ 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 após dois dias aproximadamente, tempo necessário para que 

as espécies (Chrysomya megacephala e Musca domestica) dispersassem e empupassem, 

a porcentagem de água existente nas diferentes porções das arenas sofrem grande 

mudança, o que já era de se esperar devido a processos de evaporação, tensão e inércia 

presentes no conjunto (Figura 1 e 2, Tabela 1 e 2). A região superficial das arenas foi a 

que sofreu maior perda de água, comparando-se o início e o final do processo de 

dispersão, pois esta porção está mais exposta às variações e condições ambientais do 

local do experimento (Tabela 1 e 2). 

As regiões centrais obtiveram uma porcentagem de água um pouco maior quando 

comparadas com as porções periféricas (Figura 1 e 2). Entretanto, quando se analisou a 
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perda de água antes e pós-dispersão (Tabela 1 e 2), a maior diferença foi observada na 

porção Central 0-2 cm, tanto para dieta quanto para fígado, talvez pela capacidade do 

substrato alimentar (dieta e fígado) reter mais água que o substrato de pupação (areia). 

Desta forma o alimento “roubaria” água da areia, pois o mesmo era formado por matéria 

orgânica (fígado de coelho) ou de ágar (dieta oligídica), os quais possuem como 

característica a retenção de água. Além deste fator, ao mesmo tempo ocorreria a 

evaporação e inércia (através da força da gravidade) da água no substrato de pupação. 

Deste modo, esta região, sob o substrato alimentar, seria a que mais sofreria perda de 

água, confirmando os dados observados (Tabela 1 e 2). Estas observações poderão ser 

bastante importantes para melhor interpretação e compreensão da dispersão larval pós-

alimentar da espécie, tratamentos realizados, substratos alimentares utilizados e 

emergência ou não dos adultos nas diferentes porções das arenas.  

Assim, nos resultados obtidos e discutidos nos Capítulos 4, 5, 6 e 7, que englobam 

as duas espécies de interesse (C. megacephala e M. domestica) e as duas substâncias de 

interesse (Diazepam e Fipronil), pôde-se observar certa relação na preferência de 

escolha do sítio de pupação e na sobrevivência das pupas e conseqüente emergência dos 

adultos, discutidos a seguir. 

Como foi observado nos Capítulos 4, 5, 6 e 7, houve uma baixa porcentagem  na 

escolha do sítio de pupação, próximo à superfície (0 a 2 cm de profundidade) 

observando-se os tratamentos controle das espécies estudadas, local este que apresenta 

as menores porcentagens de água iniciais nos dois substratos alimentares usados 

(Figuras 1 e 2). Assim, a baixa umidade associada à grande intensidade luminosa na 

superfície poderiam diminuir a preferência das larvas para escolha deste local para 

pupação (GREENBERG, 1990). Em relação à profundidade, os intervalos de maior 

preferência para sítio de pupação 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 porção da arena, porção esta que apresenta percentagem 

de água intermediária (Figura 1 e 2).  

Já a sobrevivência das pupas pode estar relacionada com diversos fatores, dentre 

eles manipulação das mesmas durante partes da metodologia, a massa da pupa 

encontrada (VON ZUBEN et al., 2000), e provavelmente também, perda de água na 

região escolhida como sítio de pupação pela espécie. Observando os dados de 
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profundidade de dispersão nos tratamentos controle das duas espécies, parece não haver 

uma relação clara entre a porcentagem de sobrevivência e a perda de água no substrato 

de pupação das arenas (areia) durante o processo de dispersão larval (Tabela 1 e 2).  

Já analisando a distância percorrida pelas larvas para a escolha do sítio de 

pupação, pode-se perceber uma preferência na escolha do intervalo de 6 a 12 cm de 

distância do centro nas duas espécies estudadas, porção esta não tão central. No entanto, 

pode se perceber que a variação na porcentagem de água no solo é pequena quando 

analisamos região central e periferia, sendo que a maior variação ocorre em relação às 

profundidades (Figura 1 e 2). Assim, a sobrevivência nas diferentes distâncias parece 

não ter relação com a perda de água no solo quando se observa a sobrevivência de 

pupas nos diferentes intervalos de profundidade (Capítulos 4, 5, 6 e 7).  

Assim, a perda de água parece não influenciar muito a mortalidade das pupas, 

talvez a massa que as larvas atingiram para poder empupar pode estar mais relacionada 

com a sobrevivência (VON ZUBEN et al., 2000).  
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CAPÍTULO 9 

Discussão e consideração finais 

 O controle por meio de inseticidas de dípteros de importância econômica em 

geral, tem sido muito aplicado, pois, estes insetos podem causar danos econômicos à 

agricultura, e têm importância médico/veterinária por serem vetores de doenças 

(MARCONDES, 2001; PESSOA & MARTINS, 1988; STONEHOUSE et al., 2004).  O principal 

alvo de ação dos inseticidas tem sido o sistema nervoso, devido à alta eficácia e rápida 

resposta que proporcionam no controle de pragas (CASIDA & QUISTAD, 1998; LUND,

1985; MATSUMURA, 1985; WARE, 1989). 

Além desta importância, as duas espécies observadas neste estudo, Chrysomya 

megacephala e Musca domestica apresentam importância forense, pois podem estar 

presentes (BYRD & CASTNER, 2001; SMITH, 1986; SUKONTASON et al., 2004) se 

alimentando de cadáveres humanos durante seu estágio larval, podendo assim indicar o 

intervalo pós-morte (IPM), que envolve a dedução do intervalo de tempo mínimo e 

máximo entre a morte e a descoberta do corpo (CATTS & GOFF, 1992), dado de extrema 

importância nas investigações criminais.  

A mosca-varejeira C. megacephala, assim como a M. domestica, utilizam-se de 

substratos discretos e efêmeros para posturas dos ovos pelas fêmeas e para alimentação 

das larvas (HANSKI, 1987; PESCHKE et al., 1987). O estágio larval é o principal período 

em que ocorre limitação de recursos alimentares em moscas-varejeiras (LOMINICKI, 

1988), e a competição por esses recursos é geralmente do tipo exploratória (REIS et al.,
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1994), em que cada larva procura ingerir o máximo de alimento possível, antes da 

completa exaustão dos recursos (ULLYETT, 1950). Após essa competição, as larvas 

começam a procurar por um sítio de pupação no habitat, ou por mais fonte de alimento 

adicional, no caso daquelas larvas que não obtiveram o peso mínimo para a pupação, e 

esse processo é denominado dispersão larval pós-alimentar (GREENBERG, 1990).  

No entanto, caso haja a presença de alguma substância química no substrato de 

alimentação larval ou no substrato de dispersão, esta pode atuar sobre os indivíduos 

interferindo nos processos de transmissão neural, inibindo ou ativando os mensageiros 

químicos, causando mudanças fisiológicas, no desenvolvimento e no comportamento do 

organismo em contato com a mesma (HAYNES, 1988; OMOTO, 2000,), mudanças 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 (Capítulos 2 e 3), uma vez 

que o califorídeo estudado é maior que o muscídeo. No entanto, o efeito do Diazepam 

nas duas espécies foi semelhante, ou seja, as larvas que se alimentaram de substratos em 

que o ansiolítico estava presente tiveram menor ganho de massa por período de tempo. 

Desta forma, o benzodiazepínico alterou (diminuindo) o metabolismo larval nas duas 

espécies estudadas (Capítulos 2 e 3).  

Na dispersão larval pós-alimentar das espécies, os tratamentos em que as larvas se 

desenvolveram na presença de Diazepam puderam ser diferenciados do controle e entre 

si. A distância e a profundidade percorridas pelas larvas foram menores que as obtidas 

no controle na maioria dos tratamentos observados (Capítulos 4 e 5). Tal redução na 

atividade dinâmica das larvas no comportamento de dispersão pode ser explicada pela 

redução do metabolismo larval que foi observada nos Capítulos 2 e 3. 

Assim, a modificação no padrão de dispersão larval pode ter relação com uma 

diminuição na atividade dinâmica do agregado larval, causada por mudanças 

fisiológicas nas larvas em função do benzodiazepínico presente no meio, tendo em vista 

sua provável atuação sobre o sistema GABAérgico destes insetos. Os benzodiazepínicos 

agem interagindo com receptores de neurotransmissores inibitórios diretamente ativados 

pelo GABA (GOODMAN & GILMAN, 2003). Neste caso, podem potencializar a ação dos 

neurotransmissores GABA, atuando sobre os receptores GABAA, ou seja, ocorre um 

maior influxo de íons cloro para o neurônio pós-sináptico, dificultando assim sua 
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despolarização e conseqüentemente, causando uma diminuição da velocidade de 

transmissão do impulso neural, o que deprime o sistema nervoso central (GOODMAN &

GILMAN, 2003; ROGAWSKI & LOSCHER, 2004).  

Os benzodiazepínicos, entre eles o Diazepam, têm efeito sobre o sistema nervoso 

central em humanos, podendo causar: sedação, hipnose, diminuição da ansiedade, 

relaxamento muscular, amnésia anterógrada e atividade anticonvulsivante, além de 

vasodilatação coronária e bloqueio neuromuscular em doses muito altas (GOODMAN &

GILMAN, 2003). 

Este modo de ação dos benzodiazepínicos pode ter causado uma diminuição do 

metabolismo larval e conseqüentemente uma menor atividade dinâmica do agregado 

larval em ambos os substratos alimentares (dieta artificial e fígado de coelho), 

acarretando uma alteração no comportamento de dispersão larval pós-alimentar, como é 

observado na distribuição das pupas nas arenas D e 2D, nas duas espécies (Capítulos 4 e 

5), arenas que se diferenciaram significativamente do controle. 

Esta redução do metabolismo pode ser observada nos dados dos Capítulos 2 e 3, 

em que a presença de Diazepam alterou o padrão de desenvolvimento larval de C. 

megacephala, e M. domestica, retardando o ganho de massa por tempo de forma 

proporcional à 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 

entomológicos, caso não seja levada em conta a presença desta droga. 

Já o inseticida Fipronil, age sobre o sistema receptor do ácido γ–aminobutírico 

(GABA) do tipo A dos insetos (KIDD & JAMES, 1991), bloqueando os canais de cloro 

nos neurônios. Assim, o efeito é a remoção da inibição neural pelo GABA, resultando 

em uma atividade neuronal excessiva (KIDD & JAMES, 1991). Em uma dose suficiente, o 

Fipronil causa excessiva excitação neural, paralisia severa e morte do inseto (BOBE et 

al., 1998). A análise da dispersão das larvas em contato com substratos de dispersão 

(areia) com a presença deste inseticida, causou alterações na dispersão larval das larvas 

das duas espécies estudadas, comparadas ao controle e entre as diferentes doses 

utilizadas (Capítulos 6 e 7). 

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

quantidade de pupas encontradas e maior o número de larvas mortas (Capítulo 6 e 7). 
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Esta modificação no número total de pupas encontradas pode ter influência na dispersão 

larval pós-alimentar, pois já foi observado que a dispersão larval pós-alimentar de 

moscas varejeiras sofre influência do efeito da vizinhança na escolha do local de 

pupação, em C. megacephala e C. putoria (BOLDRINI et al., 1997). Assim, as larvas 

provavelmente sofreram influência do inseticida no comportamento e metabolismo, e 

também do efeito da vizinhança, sendo que as réplicas e tratamentos responderam de 

diferentes formas à mortalidade de indivíduos. Desta forma, a dispersão larval nos 

tratamentos com Fipronil variou devido provavelmente à forma com que estes fatores 

atuaram sobre os indivíduos e a sensibilidade dos mesmos às doses. 

Pode-se observar que os tratamentos D/2 e F/2 responderam de forma diferente 

ao observado nas doses maiores. Tal diferença provavelmente se deve, no caso do 

inseticida utilizado, a efeito subletais da droga no comportamento (HAYNES, 1988), e ao 

número de dados obtidos ser maior que os encontrados nas maiores doses. 

Na análise do desenvolvimento larval, que foi baseada na massa das larvas nos 

diferentes intervalos de tempo, foi possível diferenciar os valores entre os tratamentos e 

em relação ao controle. Esta variável observada (massa) sofreu grande influência da 

substância utilizada nas duas espécies (Capítulos 2 e 3), e do substrato alimentar, no 

caso de C. megacephala (Capítulo 2). Já nos experimentos de dispersão as massas das 

pupas sofreram também grande influência das substâncias utilizadas e doses.

Nos tratamentos com Diazepam, as massa das pupas de M. domestica

encontradas apresentaram menores massas em 2D comparadas ao controle; já na espécie 

C. megacephala, a análise da massa foi bastante diferenciada entre as réplicas nos 

diferentes tratamentos, sendo que em algumas 2D foram maiores e em outros casos,o 

controle. Desta forma, a alteração da massa das pupas em contato com Diazepam não 

teve um padrão no califorídeo; já no muscídeo, foi observado que a dose de Diazepam 

em 2D reduziu a massa das pupas (Capítulos 4 e 5).  

Já com relação a variação da massa das pupas nos experimentos com Fipronil, 

pode-se observar um padrão: quanto maior a dose, menor a massa das pupas (Capítulos 

6 e 7). Tal efeito pode ser explicado por um aumento metabólico que o inseticida causa 

nas larvas. 

Assim, os dados obtidos (profundidade, distância e massa) sofreram influência do 

tratamento e da réplica dependendo da espécie e substância utilizada.  
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A análise dos dados de dispersão larval das duas espécies mostrou que a variável 

profundidade de enterramento das larvas foi mais afetada pelos tratamentos que a 

variável distância. Assim seria interessante em estudos posteriores a confecção 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 análises realizadas, que as substâncias utilizadas 

alteraram o padrão desenvolvimento larval e de dispersão larval pós-alimentar de C. 

megacephala e M. domestica nos diferentes tratamentos realizados. 

CONCLUSÕES FINAIS

- Os resultados do presente estudo mostraram que o Diazepam altera o padrão 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 

entomológicos, caso não seja levada em conta a presença desta droga. 

- Os resultados do presente estudo mostraram que o Diazepam altera o padrão do 

comportamento de dispersão larval pós-alimentar de C. megacephala e M. domestica,

diminuindo em geral a distância e a profundidade na escolha do sítio de pupação, 

quando comparado com o controle. No entanto, dependendo da dose e réplica 

consideradas a distância pode ser maior ou menor que a do controle, podendo ser 

influenciada pelo efeito da vizinhança, da massa e alteração sensorial pelas diferentes 

doses de ansiolítico. 

 - Pode-se constatar que todas as variáveis observadas nos tratamentos com 

Fipronil sofreram alteração, diferindo do padrão de dispersão larval pós-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 variáveis profundidade, distância e massa, o inseticida provavelmente 

causou mudanças fisiológicas e consequentemente comportamentais nas larvas em 

contato com o Fipronil, atuando assim no metabolismo (aumento metabólico – redução 

na massa e alteração da distância percorrida nos tratamentos) e percepção sensorial do 

meio na escolha de um sítio de pupação (efeito da vizinhança e distância mínima entre 

pupas). Sendo assim, foram observadas diferenças nos mesmo tratamentos em 

diferentes réplicas, devido à mortalidade ter sido diferente e assim, com influência na 

dispersão.  
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