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Resumo e Abstract |

REsSuMO

Chrysomya megacephala (Fabricius) (Diptera: Calliphoridae) foi introduzida no
Brasil ha algumas décadas atras, e ¢ uma espécie de mosca-varejeira de consideravel
importancia médico-sanitaria por ser veiculadora de enteropatdgenos, poder causar miiases
secundarias, ¢ também ter grande importancia em estudos forenses por auxiliar na
estimativa do intervalo pds-morte (IPM) em cadéaveres, além de ter importancia agricola,
como polinizadora. Desta forma, diversos trabalhos utilizam esta espécie como modelo de
estudo, avaliando suas caracteristicas biologicas e processos ecoldgicos envolvidos. Porém,
poucos estudos analisaram processos fisiologicos nas diferentes fases da vida deste inseto.
O estudo desses processos ¢ fundamental para auxiliar na compreensdao da biologia e
comportamento da espécie, o que facilitaria a elaboragdo de desenhos experimentais em
trabalhos envolvendo C. megacephala, além de fornecer embasamento para a proposi¢ao de
métodos de controle para esta espécie. Por este motivo, o objetivo deste trabalho foi estudar
aspectos de alguns processos fisiologicos de C. megacephala, sob a influéncia de diferentes
tratamentos nas diferentes fases de seu ciclo de vida, focando em trés areas de estudo da
fisiologia: metabolismo energético, termorregulacdo e neurofisiologia sensorial. Os
resultados do presente estudo mostraram que existe uma grande alteragdo no metabolismo
ao longo dos diferentes estagios do ciclo de vida de C. megacephala, sendo que o estagio
larval apresenta o maior consumo de O, que ¢ refletido na grande quantidade de calor
dissipado durante este estagio. O ciclo de atividade dos adultos de C. megacephala ¢
influenciado pelo fotoperiodo e temperatura do ambiente, sendo que esta espécie utiliza
comportamentos de termorregulagdo quando ocorre aumento da temperatura ambiental ou
alteragdes na presenca e auséncia de luz. Ja a presenga de drogas gerou respostas nas
diferentes fases do ciclo de vida de C. megacephala, listadas a seguir: (a) aumentou
(tratamento Citalopram) ou reduziu (tratamento Diazepam) o ganho de massa por tempo;
(b) reduziu o metabolismo nos primeiros instares larvais na presenca das duas drogas; (c) o
metabolismo e mortalidade dos adultos foram alterados em relagdo ao controle-dieta; (d)
aumentou a temperatura do conjunto agregado larval+substrato alimentar; (e) nao
modificou a atividade ao longo do dia; (f) reduziu a taxa de disparos do neurénio H1 nos
adultos mais jovens; (g) e no tratamento Diazepam, foi observado o maior atraso na
resposta dos primeiros spikes. A alteracdo do fotoperiodo também gerou respostas nas
diferentes fases do ciclo de vida de C. megacephala: (a) redu¢do (tratamento Claro) ou
aumento (tratamento Escuro) do ganho de massa durante o desenvolvimento larval; (b) nao
alterou o metabolismo nos primeiros instares larvais, gerou grandes alteragdes no
metabolismo dos adultos em repouso e¢ durante atividades espontaneas; (c) o ciclo de
atividade foi drasticamente alterado, e consequentemente a temperatura de porg¢des do
corpo ao longo do dia; (d) ambos os tratamentos reduziram as taxas de disparo neurais; ()
o intervalo entre os spikes desses tratamentos foi maior nas moscas mais jovens € a
primeira resposta do tratamento Escuro tendeu a ser maior que a observada nos outros
tratamentos.

Palavras chave: Moscas-varejeiras, Fisiologia de insetos, Metabolismo Energético,
Termorregulagdo e Neurofisiologia Sensorial.
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ABSTRACT

Chrysomya megacephala (Fabricius) (Diptera: Calliphoridae) was introduced into
Brazil a few decades ago, and has medical, criminal and also agricultural importance,
because this species presents a secondary role in pollination, however, it is of great
importance for public health, as a vehicle for pathogens, or as causative agent of secondary
myiasis, and for forensic studies by helping to estimate the postmortem interval (PMI) of
corpses. Thus, this species is used as a model in several studies, which aim to observe
biological and ecological aspects of its life cycle. However, few studies have addressed
physiological processes in different life stages of this insect. Studies of such processes are
essential to understand biological and behavioral aspects of species, which, in this case,
could contribute to provide bases for proposing efficient methods of control for this species.
In this context, the objective of this research was to study the metabolism, thermoregulation
and neural-physiology of C. megacephala, under the influence of different treatments at
different stages of its life cycle. The results of this study showed that there was a major
change in metabolism during different stages of the life cycle of C. megacephala, and the
consumption of O, was higher during the larval stage, which was reflected by the large
amount of heat dissipated during this stage. The activity cycle of adults of C. megacephala
is influenced by photoperiod and environment temperature: according to an increase of the
ambient temperature or the presence and absence of light, the individuals exhibited
thermoregulatory behaviors to adjust their body temperature with the environmental
stimuli. The presence and the type of drugs used at the different stages of the life cycle of
C. megacephala also affected the physiological response of this species: (a) increased
(Citalopram treatment) or decreased (Diazepam treatment) mass gain per time; (b) both
drugs reduced the metabolism in the early larval instars; (c) the metabolism and adult
mortality have changed compared to control-diet, (d) the temperature of the larval
aggregated+food substrate increased; () did not have change in the activity throughout the
day; (f) reduced the rate of firing of the neuron H1 in younger adults, and flies treated with
Diazepam presented the largest delay in the response of the first spikes. The variation of the
photoperiod also affected the physiological responses at the different stages of the life cycle
of C. megacephala: (a) flies raised at 100% of light gained less weight during the larval
periods, while those raised at 100% of dark gained more weight; (b) no differences in the
metabolism of the early larval instars were found; (c) major changes were caused in the
metabolism of adults at rest and during spontaneous activity; (d) the activity cycle was
dramatically altered and consequently the temperature of body parts throughout the day; (e)
both treatments reduced neuronal firing rates, and the interval between the spikes of these
treatments was higher in younger flies and the first response in 100% dark treatment was
slightly higher than that observed in other treatments.

Key words: Blowfly, Insect physiology, Energetic metabolic, Thermoregulation and
sensory neurophysiology.
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CapriTULO 1

INTRODUCAO E METODOLOGIA GERAL
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RESuUMO

Chrysomya megacephala (Fabricius) (Diptera: Calliphoridae) foi introduzida ha cerca
de 30 anos atras no Brasil e ¢ de considerdvel importancia agricola, como agente polinizador,
também apresentando importancia médico-sanitaria por ser veiculadora de enteropatdgenos,
poder causar miiases secundarias, além de ter grande importancia em estudos forenses por
auxiliar na estimativa do intervalo pds-morte (IPM) em cadédveres. Desta forma, diversos
trabalhos utilizam esta espécie como modelo de estudo, avaliando caracteristicas biologicas e
morfologicas da mesma e processos ecologicos envolvidos. Porém, poucos estudos
analisaram processos fisiologicos nas diferentes fases da vida deste inseto. O estudo desses
processos ¢ fundamental para auxiliar na compreensdo da biologia e comportamento da
espécie, o que facilitaria a elaboragdao de desenhos experimentais em trabalhos envolvendo C.
megacephala, além de fornecer embasamento para a proposi¢do de métodos de controle para
esta espécie. Por este motivo, o objetivo deste trabalho foi estudar aspectos de alguns
processos fisiologicos de C. megacephala, sob a influéncia de diferentes tratamentos nas
diferentes fases de seu ciclo de vida, focando em trés areas de estudo da fisiologia:
metabolismo energético (Capitulo 2), termorregulagdo (Capitulo 3) e neurofisiologia sensorial
(Capitulo 4). Os resultados do presente estudo mostraram que existe uma grande alteracdo no
metabolismo ao longo dos diferentes estagios do ciclo de vida de C. megacephala, sendo que
o estagio larval apresenta o maior consumo de O,, que € refletido na grande quantidade de
calor dissipado durante este estagio. O ciclo de atividade dos adultos de C. megacephala ¢
influenciado pelo fotoperiodo e temperatura do ambiente, sendo que esta espécie utiliza
comportamentos de termorregulagdo quando ocorre aumento da temperatura ambiental ou
alteracdes na presenga e auséncia de luz. Ja a presenga de drogas gerou respostas nas
diferentes fases do ciclo de vida de C. megacephala: aumentou (sob o efeito de Citalopram)
ou reduziu (sob o efeito de Diazepam) o ganho de massa por tempo; reduziu o metabolismo
nos primeiros intares larvais na presenca das duas drogas; o metabolismo e mortalidade dos
adultos foram alterados em relagdo ao controle-dieta; aumentou a temperatura do conjunto
agregado larval+substrato alimentar; ndo modificou a atividade ao longo do dia, reduziu a
taxa de disparos do neurdnio H1 nos adultos mais jovens, e no tratamento Diazepam foi
observado o maior atraso na resposta dos primeiros spikes. A alteracdo do fotoperiodo
também gerou respostas nas diferentes fases do ciclo de vida de C. megacephala: redugio
(tratamento Claro) ou aumento (tratamento Escuro) do ganho de massa durante o
desenvolvimento larval; ndo alterou o metabolismo nos primeiros instares larvais, gerou

grandes alteracdes no metabolismo dos adultos em repouso e durante atividades espontaneas;
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o ciclo de atividade foi drasticamente alterado, e consequentemente, a temperatura de por¢des
do corpo ao longo do dia. Ambos os tratamentos (Claro e Escuro) reduziram as taxas de
disparo neurais, sendo que o intervalo entre os spikes desses tratamentos foi maior nas moscas
mais jovens e a primeira resposta do tratamento Escuro tendeu a ser maior que a observada

nos outros tratamentos.

Palavras chave: Mosca-varejeira, fisiologia, metabolismo energético, termorregulagdo e

neurofisiologia.

INTRODUGAO GERAL

Os dipteros em geral despertam grande interesse nos estudos cientificos devido ao
grande numero de espécies descritas, facil manutencao sob condi¢des experimentais, rapida
producgdo de grande numero de descendentes, importancia agricola por atuarem como agentes
polinizadores (ANDERSON et al., 1982; SULAIMAN et al., 1988, 1989), ou por causarem danos
econOmicos a agricultura, além do interesse como vetores de doengas, tendo, desta forma,
importancia médico/veterinaria (ZUMPT, 1965; GUIMARAES et al., 1983; FURLANETTO et al.
1984; PESSOA & MARTINS, 1988; MARCONDES, 2001; STONEHOUSE et al., 2004).

Alguns dipteros podem ser de interesse forense (GUIMARAES et al., 1978; PESSOA &
MARTINS, 1988; CATTS & GOFF, 1992; MARCONDES, 2001; STONEHOUSE et al., 2004), como
as moscas-varejeiras do género Chrysomya (Diptera: Calliphoridae), que tém grande
importancia médico-sanitaria por serem veiculadoras de enteropatdégenos tais como virus,
bactérias ¢ helmintos (FURLANETTO et al. 1984), podendo causar miiases nos animais e em
humanos (GUIMARAES et al., 1983; ZUMPT, 1965), além de serem de fundamental importancia
em entomologia forense por serem indicadoras de tempo de decomposicdo de cadaveres

humanos (GOMES et al., 2003; VON ZUBEN et al., 1996; WELLS & GREENBERG, 1992).

Alguns aspectos da biologia e ecologia da mosca-varejeira Chrysomya megacephala
Em outras regides do mundo, C. megacephala é mais conhecida como “mosca de latrina
do oriente” (oriental latrine fly), sendo que o adulto deste diptero apresenta uma coloracio
azul-verde metalica em seu térax e abdomen e tem grande quantidade de omatideos presentes
na cabega, que compdem os olhos compostos na tonalidade vermelha (OLIVEIRA-COSTA,

2003; CARVALHO & MELLO-PATIU, 2008; GOMES, 2010)
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Esta espécie pertence a familia Calliphoridae (com mais de 1.000 espécies e cerca de
150 géneros reconhecidos), a qual se caracteriza por uma coloragdo metalica do corpo, aristas
das antenas plumosas na extremidade distal, e duas (raramente trés) cerdas notopleurais

(CARVALHO & MELLO-PATIU, 2008; TRIPLEHORN & JOHNSON, 2011).

O espiraculo mesotoracico (anterior) de adultos de C. megacephala ¢é acastanhado; as
larvas desta espécie nao apresentam tubérculo, mas possuem esclerito oral parcialmente
pigmentado com uma mancha branca escura. J& os adultos apresentam dimorfismo sexual,
que pode ser observado na regido da cabeca (olhos holdpticos nos machos e dicopticos nas
fémeas) e nos omatideos que apresentam simetria nas fémeas e nos machos fora da area de
distribuicao original, sdo assimétricos (OLIVEIRA-COSTA, 2003; CARVALHO & MELLO-PATIU,
2008; SUKONTASON & CHAIWONG, 2008).

Esta espécie apresenta grande diversidade ecologica, ocupando diferentes habitats
(ZumPT, 1965), tendo o estagio larval associado ao processo de decomposicdo de matéria
organica (NUORTEVA, 1977), sendo frequentemente encontrada em lixos urbanos, fezes,
carcacas, fossas, etc. (ZUMPT, 1965; GUIMARAES et al., 1978; BAUMGARTNER & GREENBERG,
1984).

Regides mais quentes e umidas tendem a favorecem o desenvolvimento deste inseto e
sua abundancia (MILWARD-DE-AZEVEDO et al., 1996; VELEZ & WOLFF, 2008). Desde os anos
1970, a ocorréncia de C. megacephala estendeu-se a diferentes areas do mundo, invadindo
novos territorios da Nova Zelandia e Africa (WILLIAMS & VILLET, 2006), juntamente com a
América do Sul, Central ¢ do Norte (IMBIRIBA et al., 1977, GUIMARAES et at., 1978),
provavelmente por meio de navios. Chrysomya megacephala era encontrada principalmente
no Oriente e na regido da Australasia, podendo também ser encontrada no Japao e na regido
Paleartica (RICHARD & SHEARER, 1997). Assim, as moscas da familia Calliphoridae

apresentam atualmente distribui¢do praticamente mundial.

Aspectos do ciclo de vida de C. megacephala

Chrysomya megacephala ¢ wum inseto com desenvolvimento holometabolo,
apresentando quatro estagios de desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adulto (TRIPLEHORN &
JOHNSON, 2011). O tempo de vida varia em torno de um més a dois meses, desde estagio de

ovo até adulto (GABRE et al., 2005; BARROS-CORDEIRO & PUJOL-LUZ, 2010).
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A fase larval ¢ dividida em trés instares mais a fase de pré-pupa, sendo dado o nome de
farado ao individuo em processo de transi¢do entre os instares (MCALPINE et al. 1981;
ERZINCLIOGLU, 1985; QUEIROZ et al., 1997). De acordo com Hinton (1946), Fraenkel &
Bhaskaran (1973) e Costa et al. (2006), os estagios do desenvolvimento pds-embrionario
podem ser definidos de acordo com mudangas na morfologia e fisiologia dos imaturos, em

relacdo a duracao (tempo) do desenvolvimento do inseto.

As fémeas tém preferéncia por ovipor em condi¢des de baixa intensidade luminosa
(GREENBERG, 1990). Os ovos de C. megacephala levam aproximadamente 12 horas para
desenvolver em uma temperatura de 26 °C, enquanto a larva demora em torno de cinco dias
para empupar, ¢ a pupa em torno de cinco dias até a emergéncia do adulto (GABRE et al.,
2005; BARROS-CORDEIRO & PujoL-Luz, 2010). A sobrevivéncia, o ganho de massa e
consequentemente o tamanho dos individuos, sdo bastante influenciados pela temperatura em
que os mesmos se desenvolveram (REIGADA & GODOY, 2006). Depois de completar todos os
estagios de desenvolvimento, o ciclo de vida do adulto de C. megacephala consiste de
aproximadamente um més (GABRE et al., 2005), podendo se estender um pouco mais

dependendo das condigdes e variaveis as quais os adultos estdo expostos.

Os fatores envolvidos na reprodugdo e taxa de sobrevivéncia de C. megacephala estao
intimamente relacionados com aspectos do desenvolvimento larval, periodo este considerado
como o mais critico durante a vida deste inseto (LEVOT et al., 1979). A quantidade de
alimento assimilado pelas larvas ¢ importante para determinar a sua sobrevivéncia até o adulto
e capacidade de reproducdo (SLASNKY & SCRIBER, 1985; VONZUBEN, 1995). Além disso, a
competi¢do interespecifica pelo substrato alimentar, como a existente por exemplo, entre C.
megacephala ¢ C. albiceps, é outro fator que pode influenciar na reprodugao e sobrevivéncia.
Quando existe este tipo de competicdo larval, as taxas de desenvolvimento e incremento de
massa sao alteradas, interferindo no tamanho dos seus adultos resultantes, além da possivel
predagao que pode ocorrer pelas larvas de C. albiceps, ¢ até canibalismo, no caso desta tltima

(FARr1A et al., 1999).

Assim, as fases do ciclo de vida de C. megacephala apresentam diferencas
morfoldgicas, anatdmicas, comportamentais, € consequentemente, na captura de informagdes
do ambiente, ou seja, sensoriais. Os sentidos nos animais sdo os meios através dos quais os
seres vivos percebem e reconhecem outros organismos, informag¢des do proprio corpo e do
ambiente que os cerca, € consistem na aquisi¢do, interpretacdo, selecdo e organizagdo das

informacdes obtidas pelos sentidos.
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Alguns aspectos sensoriais dos insetos

Os insetos, assim como todos os animais, possuem multiplos canais sensoriais que
extraem a informagdo do meio externo e a convertem em respostas comportamentais e
memoria (HOMBERG, 2005). A maioria dos neurdnios nos insetos sao monopolares, ou seja,
possuem uma unica projecao no corpo celular; ja as células periféricas sdo bipolares,
recebendo estimulos do ambiente e transmitindo para um ganglio central. Algumas células
multipolares que possuem muitas ramificacdes ocorrem nos ganglios do sistema nervoso,
recebendo inumeras informagdes oriundas do ambiente, informacdes estas que sdo
transmitidas por neurdnios bipolares (CHAPMAN, 1998).

Assim, a compreensdo de como a informacdo ¢ transmitida e processada entre os
diferentes sistemas sensoriais dos animais ¢ de extrema importancia, € na maioria deles, a
visao merece especial atencdo, sendo que seu processamento ¢ bastante complexo (CALVERT,
2001; EGELHAAF et al., 2004). Os insetos, particularmente os dipteros, possuem um sistema
visual bastante elaborado, constituido por um par de olhos compostos cobrindo a maior parte
da cabeca e geralmente trés ocelos posicionados na por¢ao superior da mesma (CHAPMAN,
1998, RUPPERT & BARNES, 2005; STAVENGA, 2004). Os olhos compostos apresentam milhares
de omatideos, os quais sdo formados por um aparato didptrico, com lentes e células
fotorreceptoras, que recebem a informacdo do ambiente e induzem sinais elétricos neurais.
Pela grande quantidade de omatideos, o processamento desta informagdo obtida pelo estimulo
luminoso ¢ complexo e necessita de uma grande eficiéncia e rapida resposta comportamental
e motora dos insetos, pois a visdo influencia o voo, o equilibrio e a procura por alimento
(CHAPMAN, 1998; STAVENGA, 2004).

Os insetos em geral fazem um uso eficiente da informacao visual, por exemplo, durante
o comportamento de acasalamento (LAND & COLLET, 1974; WAGNER, 1986; BOEDDEKER et
al., 2003; BOEDDEKER & EGELHAAF, 2003) e também na localizagcdo espacial, no caso
especifico de abelhas (ESCH & BURNS, 1996; SRINIVASAN et al., 2000; EscH et al., 2001). Esta
extraordinaria capacidade ¢ possivel mesmo com a presenca de um pequeno numero de
neurdnios presentes no cérebro dos insetos, os quais processam as imagens da retina de uma
forma surpreendentemente rapida (EGELHAAFet al., 2004).

Alguns animais-modelo que vém sendo utilizados em estudos do sistema visual sdo
insetos da ordem Diptera, familia Calliphoridae (STEVENINCK et al., 1997; STRONG et al.,
1998; STAVENGA, 2004; GUIDO et al., 2006). Nestes dipteros, a informagao é captada pelos

omatideos e suas células fotorreceptoras, sendo a mesma transmitida a neurénios que a



Capitulo 1 - Introducdo e metodologia geval Q

recebem de forma integrada (CHAPMAN, 1998; STAVENGA, 2004). Estes neurdnios sdo
ativados por diferentes tipos de estimulos visuais. No caso destes dipteros, um dos principais
neurdnios utilizados nos estudos ¢ o HI, que se encontra na placa lobular logo atras dos
fotorreceptores e corresponde a regido do cortex, em primatas (STAVENGA, 2004).

Por ser um sentido que serve como guia para comportamentos, em praticamente todos
os animais, o processamento da informagdo visual e interpretacdo pelo cérebro apresentam
grande complexidade devido a flutuacdo dos padrdes da imagem quando o animal se
movimenta no ambiente, ou seja, existe uma entrada de informacdo espago-temporal
complexa (EGELHAAF et al., 2004).

Desta forma, o estudo da neurofisiologia destes dipteros pode auxiliar bastante na
compreensdo da complexidade do sistema nervoso em insetos, caracterizando assim, a
importancia dessas moscas também ¢ reconhecida em estudos envolvendo as neurociéncias,

além de outros fatores ja considerados anteriormente neste trabalho.

Metabolismo energeético

O metabolismo ¢ o conjunto de transformagdes que as substiancias quimicas sofrem no
interior dos organismos vivos (RANDALL et al., 2000). Estas reacdes sdo responsaveis pelos
processos de sintese e degradacdo dos nutrientes na célula e constituem a base da vida,
permitindo o crescimento e reproducdo das células, mantendo as suas estruturas e adequando
respostas as alteragdes ambientais (RANDALL et al., 2000). Assim, fatores bidticos ¢ abioticos
podem causar grandes variagdes no metabolismo dos animais.

A principal forma de obtencdo de energia pelos animais ocorre pela oxidacdo dos
alimentos; assim, a quantidade de oxigénio que eles consomem pode ser utilizada como
medida do metabolismo energético (RANDALL et al., 2000; SCHMIDT-NIELSEN, 2002). A
forma de obtencao do oxigénio do meio em que o animal faz parte varia enormemente entre
diferentes espécies, sendo que os Orgdos respiratdrios apresentam estruturas totalmente
distintas (branquias, pele, pulmao, traqueia e 6rgaos acessorios [mucosas em geral, boca,
anus, etc.]) (CHAPMAN, 1998; RANDALL et al., 2000; SCHMIDT-NIELSEN, 2002; RUPPERT &
BARNES, 2005). Entre estes 6rgdos, a maioria associa a respiracdo com mecanismos de
circulacdo sanguinea. No entanto, os insetos sdao 0s Unicos animais terrestres que nao
associam a respiracdo com a circulagdo, pois desenvolveram uma estrutura formada por
traqueias que permite o contato do meio aéreo diretamente com cada célula metabolica
(CHAPMAN, 1998; RANDALL et al., 2000; SCHMIDT-NIELSEN, 2002; RUPPERT & BARNES,
2005).
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Esta estrutura ¢ formada por pequenos tubos (traqueias) que se dividem e atingem cada
célula do corpo do animal e pequenos orificios (espiraculos) na superficie do exoesqueleto, os
quais podem ser abertos ou fechados por influéncia de fatores como temperatura e umidade
(CHAPMAN, 1998; RANDALL et al., 2000; SCHMIDT-NIELSEN, 2002; RUPPERT & BARNES,
2005). Durante a aquisicao de dados sobre taxas metabolicas, varios autores vém observando
para diferentes ordens de insetos, a presen¢a de surtos na liberagdo de CO,; isto se deve a
abertura dos espiraculos ap6s longo periodo de fechamento dos mesmos, o que gera grandes
beneficios na economia de dgua para os individuos. Este processo ¢ chamado de respira¢dao
descontinua ou ciclica, ¢ é observado nos insetos (PUNT et al., 1957; LIGHTON, 1988;
RANDALL et al., 2000; SCHMIDT-NIELSEN, 2002).

A maioria dos estudos de obtengdo de taxas metabdlicas realizados com dipteros,
avaliaram alteragdes na taxa metabolica em adultos, por meio de consumo de O, e producao
de CO,, durante alteragdes de temperatura, como por exemplo, o realizado em Drosophila
melanogaster por Berrigan & Partridge (1997). Ja Yurkiewicz & Smyth (1966) observaram
que a taxa metabolica durante o voo da mosca-varejeira Phaenicia sericata dobra de valor
quando a temperatura sobe de 15 °C para 30 °C. Outros estudos avaliaram as alteragdes no
metabolismo em momentos prévios ao voo: Bartholomew & Lighton (1986) observaram um
aumento na taxa metabolica durante o aquecimento do térax das moscas Pantophthalmus
tabaninus, o qual ird melhorar e permitir uma maior eficiéncia na alta frequéncia de
contragcdes musculares durante o deslocamento que ird ocorrer.

Resumidamente, diversos trabalhos ja foram realizados observando detalhes nas
diferentes fases do desenvolvimento de C. megacephala, como por exemplo: estudos de
morfologia larval (ISHUIMA, 1967; QUEIROZ & CARVALHO,1987), avaliagdo de taxas de
incremento de massa durante o desenvolvimento sob influéncia de alteragdes na temperatura
(MILWARD-DE-AZEVEDO et al., 1996; VELEZ & WOLFF, 2008), tabelas de vida e duragdo dos
diferentes estagios (WELLS & KURAHASHI, 1994; GABRE et al., 2005), influéncia de
substancias quimicas na taxa de incremento de massa durante o desenvolvimento (CATTS,
1992; GOFF & LORD, 1994; GOFF et al., 1997; SADLER et al., 1997; BOUREL et al., 2001; O’
BRIEN & TURNER, 2004; PIEN et al., 2004), influéncia da densidade/competi¢ao/predagio
durante o desenvolvimento larval (VON ZUBEN, 1995; RosA et al., 2006), processos de

dispersao larval pos-alimentar (GOMES et al., 2006), etc.

Como se pode perceber, a maior parte dos trabalhos envolve aspectos morfologicos,

biologicos ou ecologicos de diferentes fases do desenvolvimento de C. megacephala, e
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poucos trabalhos procuram compreender alguns aspectos fisioldgicos, como o metabolismo
energético da espécie, e a compreensao de aspectos da fisiologia da mesma seria de extrema
importancia, auxiliando na compreensao de todos os estudos que vierem a utilizar este diptero
como sistema modelo. O estudo do metabolismo energético desse diptero poderia auxiliar na
compreensdo dos processos e fases da vida em que estes animais sofrem maiores alteragdes
fisiologicas, informagdo esta que pode ser util no controle desta espécie praga, na
compreensdo e previsdo de fatores envolvidos na aplicagdo do estudo de insetos na ciéncia
forense, e também informacdes que poderiam contribuir na compreensao de aspectos da

biologia e fisiologia dessa espécie.

Por este motivo, um dos objetivos deste trabalho ¢ estudar aspectos do metabolismo
energético de C. megacephala, sendo que o metabolismo energético representa a soma de
todas as reagdes quimicas que estdo ocorrendo no corpo do animal em um determinado
periodo; assim, diversos fatores agem de forma sinergética e podem alterar o metabolismo de

um animal em estudo (RANDALL et al., 2000).

Fatores do ambiente e influéncia sobre insetos: Temperatura.

O meio ambiente apresenta flutuagdes sazonais de diversos fatores abioticos, os quais
influenciam todos os seres vivos, sendo derivados de aspectos fisicos, quimicos ou fisico-
quimicos do proprio meio, tais como a luz, a temperatura, correntes de convecgao, pH, entre
outros (CHAPMAN, 1998; RANDALL et al., 2000). Dentre estas variaveis, a temperatura tem
grande importancia, pois as reacdes e processos bioquimicos sofrem grande influéncia da
mesma e desta forma, diversos animais gastam tempo e energia procurando regular a
temperatura corpdrea mantendo-a dentro de limites, os quais podem fornecer maior eficiéncia
em processos fisioldgicos permitindo a sobrevivéncia da espécie (CHAPMAN, 1998; RANDALL

et al., 2000).

Para os insetos, nenhuma outra varidvel ambiental ¢ mais importante que a
temperatura (HEINRICH, 1993), a qual pode agir alterando a atividade de um individuo ou
aumentando em mais de 10 °C a temperatura corpérea em apenas alguns segundos, como
pode ser observado durante a atividade de voo de moscas (BARTHOLOMEW & LIGHTON, 1986;
CHAPPELL & MORGAN, 1987; MORGAN & HEINRICH, 1987). Desta forma, a influéncia da
temperatura sobre os insetos ¢ muito mais rigorosa e ativa que a observada em qualquer outro

animal (HEINRICH, 1974, 1993).
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Assim sendo, o estudo do controle da temperatura nos insetos se torna bastante
interessante, pois esses artropodes tiveram que desenvolver mecanismos de adaptagdo térmica
e de termorregulacdo para a sobrevivéncia durante as variagdes sazonais de temperatura do
ambiente (T°,m») € durante as subitas variagdes na temperatura corporea (T°cop) quando
entram em atividade (HEINRICH, 1993). No entanto, a grande maioria dos insetos possui
massa corporea menor que S00mg, ou seja, a razao superficie/volume corporeo ¢ bem maior
que a maioria dos outros animais, e consequentemente, ndo sdo capazes de manter a

temperatura corpdrea, pois sofrem grandes trocas de calor com o ambiente (CHAPMAN, 1998).

Diversos estudos ja foram realizados na avaliagdo de processos de termorregulacao e de
adaptacdes térmicas utilizando-se dipteros; dentre eles, as espécies mais estudadas sdo as
moscas de fruta do género Drosophila sp. Com esse drosofilideo ja foram realizados inimeros
trabalhos observando-se os efeitos da T°.y, sobre o envelhecimento (MAYNARD-SMITH,
1963), longevidade (HOSGOOD & PARSONS, 1968; MURPHY et al., 1983), estratégias
bioquimicas na adaptagdo térmica (MORRISON & MILKMAN, 1978; ALAHIOTUS, 1983; CZAJKA
& LEE, 1990), produgdo de ovos (CLAVEL & CLAVEL, 1969), acasalamento (SCHNEBEL &

GROSSFIELD, 1984) e distribuigdo ecoldgica (PARSONS, 1978; KIMURA, 1988).

Alguns mecanismos de adaptag¢do térmica e termorregulagdo ja foram descritos para
varias espécies de insetos (HEINRICH, 1993), e no caso das moscas, podem ser citados
mecanismos como: a utilizacdo de correntes de convec¢do proximas ao térax reduzindo a
temperatura desta regido do corpo durante o voo (HEINRICH, 1993); adaptacdes ao frio em
diversas espécies de dipteros (LITTELWOOD, 1966; KEVAN, 1972; BYERS, 1983; KOSHIMA,
1994;); alteragdes anatdmicas na disposicao de vasos de hemolinfa facilitando o resfriamento
¢ condugdo do calor (MORGAN et al., 1985); alteragdo na abertura e fechamento de espiraculos
quando a T°amb, aumenta ou diminui, respectivamente, facilitando o resfriamento ou
manuten¢do da T°corp (EDNEY & BARRAS, 1962). A termorregulacdao dos insetos propiciou a
conquista de diversos ambientes (como por exemplo, desertos, florestas tropicais e ambiente
Artico).

Este comportamento de termorregulagdo tem sido objeto de investigacdo ha muitos
anos (HEINRICH, 1993). Além de fatores endogenos, outros fatores influenciam a
termorregulacdo nos animais, tais como o tamanho corporeo, a pilosidade, a cor, tipo de
nidificagdo, utilizagdo de evaporagdo da dgua sobre o corpo, entre outros. Nos insetos, 0O
aumento endotérmico da temperatura corpérea acima da temperatura ambiente ¢ produzido

pelos musculos toracicos de voo (HEINRICH, 1980a, 1993; ROBERTS & HARRISON, 1998). A
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termogénese em insetos, obtida fisiologicamente, ocorre durante diversos tipos de atividades,
como voo, deslocamento, canto, aquecimento pré-voo, defesa contra predadores, incubagao da
cria, forrageamento e durante a ontogenia da espécie, dentre outras (HEINRICH, 1981).

Assim, esse trabalho também teve como objetivo avaliar o perfil térmico, adaptagdes
térmicas e processos de termorregulacdo nas diferentes fases da vida de C. megacephala em
distintos cenarios, visando dois tipos de enfoque: na biologia da espécie e na importancia

forense.

Importéncia forense da espécie

As moscas-varejeiras, como C. megacephala, tém grande importancia médico-sanitaria
(ZumpT, 1965; GUIMARAES et al., 1983; FURLANETTO et al. 1984), além de serem de
fundamental importancia em entomologia forense (WELLS & GREENBERG, 1992; VON ZUBEN
etal., 1996; GOMES et al., 2003).

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

Na ciéncia forense, diversos sdo os relatos de casos de mortes de pessoas por utilizagao
de drogas licitas ou ndo (CONACHER & WORKMAN, 1989; DE CHATEAU, 1990; POPE & KATZ,
1994; NEUTEL & PATTEN, 1997; ALUNNI-PERRET et al., 2003), o que tem dificultado a
investigacao por parte dos peritos, devido a agao destas drogas na decomposi¢ao do corpo e
no ritmo de desenvolvimento das larvas de insetos necréfagos (CATTS, 1992; GOFF & LORD,
1994; GoOFF et al., 1997; SADLER et al., 1997; BOUREL et al., 2001; O’ BRIEN & TURNER,
2004; PiEN et al., 2004).

Diversos trabalhos ja foram realizados observando detalhes nas diferentes fases do

desenvolvimento de C. megacephala, como por exemplo:

Estagio larval - estudos de morfologia larval (ISHUIMA, 1967; QUEIROZ & CARVALHO,
1987), avaliacdo de taxas de incremento de massa durante o desenvolvimento sob influéncia
de alteragdes na temperatura (MILWARD-DE-AZEVEDO et al., 1996; VELEZ & WOLFE, 2008),
tabelas de vida e duragdo dos diferentes estagios (GABRE et al., 2005; WELLS & KURAHASHI,

1994), influéncia de substiancias quimicas na taxa de incremento de massa durante o



Capitulo 1 - Introducdo e metodologia geral 14

desenvolvimento (CATTS, 1992; GOFF & LORD, 1994; GOFF et al., 1997; SADLER et al., 1997,
BOUREL et al., 2001; O’BRIEN & TURNER, 2004; PIEN et al., 2004), influéncia da
densidade/competicdo/predagdo durante o desenvolvimento larval (ULLYETT, 1950; GODOY et
al., 1995; VON ZUBEN, 1995; GoDoOyY et al., 1996, RosA et al., 2006), além de processos de

dispersao larval pos-alimentar (GOMES et al., 2006);

Estagio adulto — analises aerodindmicas e neurofisioldgicas do voo durante respostas a
estimulos visuais (LAND & COLLET, 1974; BUELTHOFF et al., 1980; HAUSEN, 1982;
WEHRHAHN et al., 1982; WAGNER, 1985; DICKINSON et al., 1999; FRYE, 2001; BORST &

HAAG, 2002; FERNANDES et al., 2010), dentre outros.

Como se pode perceber, a maior parte dos trabalhos envolve aspectos morfologicos,
biologicos ou ecologicos de diferentes fases do desenvolvimento, e poucos trabalhos
procuram compreender alguns aspectos fisiologicos de C. megacephala. Pelo exposto, a
compreensdo de topicos relacionados a fisiologia desta espécie seria de extrema importancia,
auxiliando na melhor compreensdo de aspectos comportamentais e da biologia que vierem a

ser considerados, em estudos futuros com esta espécie.

OBJETIVO
O objetivo bésico deste trabalho foi procurar dar contribuicio a um melhor
conhecimento de alguns processos fisiologicos de C. megacephala, sob a influéncia de
diferentes tratamentos nas diferentes fases de seu ciclo de vida, focando em trés areas de

estudo da fisiologia: metabolismo energético, termorregulacdo e neurofisiologia sensorial.

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

e Os dipteros que foram utilizados neste trabalho t€ém importancia na entomologia
forense e sdo considerados como pragas do ponto vista médico/sanitario/veterindrio, sendo
dessa forma necessarios trabalhos que procurem compreender melhor sua biologia/fisiologia e
auxiliar no seu controle.

e A compreensdo de alguns aspectos fisiologicos de C. megacephala pode trazer
contribui¢des ao meio cientifico, acarretando em grandes beneficios para as areas em que o
estudo deste diptero ¢ importante. Assim, os estudos de aspectos fisioldogicos podem ajudar na
elaboragdo, de uma forma mais detalhada, de desenhos experimentais € na compreensao de
processos ou respostas comportamentais/ecologicas/biologicas ja estudadas ou que virdo a ser

estudadas com esta espécie.
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A andlise do metabolismo energético das diferentes fases do ciclo de vida de C.
megacephala em diferentes substratos alimentares, com a presenga ou ndo de substancias
quimicas [Diazepam e Citalopram], e sob a influéncia de variagdes no fotoperiodo, teve por
objetivo esclarecer os seguintes aspectos:

- se 0 metabolismo ¢ alterado e em caso positivo, em que taxa isto ocorre no decorrer do
desenvolvimento ontogenético da espécie;

- se a presenca de diferentes substancias alteram o padrao de desenvolvimento larval e o
metabolismo, € em caso positivo, se ocorre aumento ou diminui¢do do ganho de massa e
consumo de oxigénio por tempo, sob o efeito de diferentes drogas;

- se alteragdes no fotoperiodo poderiam causar alteragdes no padrio de
desenvolvimento e no metabolismo, ou seja, se individuos de C. megacephala expostos a
presenca/auséncia luz durante seu desenvolvimento se diferenciariam de individuos com
fotoperiodo de 12 horas;

As andlises do perfil térmico e de aspectos da termorregulacio também foram
realizadas, considerando-as diferentes fases de desenvolvimento deste diptero, observando-se
alteragcdes da temperatura no ambiente em que o individuo estava presente, no conjunto de
individuos e em porgdes do corpo dos individuos. Esta investigagcdo foi fundamental para se
predizer:

- se existe um perfil térmico nas diferentes fases ontogenéticas do desenvolvimento de
C. megacephala e se ocorrem processos termorregulatorios nas diferentes fases e nos
diferentes tratamentos, além dos ja descritos na literatura;

- se as larvas durante o desenvolvimento sob a influéncia dos diferentes tratamentos
(fotoperiodo, substrato alimentar, substancias quimicas), poderiam apresentar um perfil
térmico do agregado diferente para cada caso, podendo este perfil estar relacionado com o
metabolismo, uma vez que a taxa de conversdo e utilizacdo da energia durantes processos
fisiologicos geraria dissipagdo de calor;

- se aspectos do perfil térmico e processos de termorregulagdo existentes no estagio de
larva e de adulto se diferenciam nos diferentes tratamentos;

- como os adultos poderiam termorregular, tendo em vista a grande produgdo de calor
quando os mesmos estdo em atividade de voo, comparando esta atividade e o repouso em
diferentes tratamentos (temperatura ambiente, fotoperiodo e alteragdes no desenvolvimento
devido a influéncia de substancias quimicas durante a fase larval);

- se ocorrem alteragdes no perfil térmico e termorregulacdo ao longo do dia nos

diferentes tratamentos;
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- se estes aspectos do perfil térmico em laboratério sao parecidos aos observados em
ambiente natural;

Por ultimo, aspectos da neurofisiologia sensorial foram investigados em adultos de C.
megacephala, considerando os diferentes tratamentos sob o aspecto quantitativo, qualitativo e
temporal, sendo fundamental para se predizer se:

- os individuos nos estagios larvais sob a influéncia dos diferentes tratamentos (alteracao
no fotoperiodo e presenga de drogas) desenvolveram adultos com algum tipo de altera¢do na
percepgao sensorial, ¢ nesse caso, com alteracdes visuais na percep¢ao de estimulos de
movimentagao horizontais;

- os individuos com diferentes idades desenvolvidos com auséncia total de luz ou com
presenca constante de luz, apresentaram alteragdes na resposta aos estimulos;

- a presenca de substancias quimicas alterando o desenvolvimento do individuo durante
estagios anteriores de seu ciclo, poderia acarretar em alteragdes na percep¢ao do ambiente em

estagio posterior de seu ciclo de vida;

MATERIAL E METODOS
Para atender os objetivos do presente projeto de pesquisa, foram necessarias trés
metodologias distintas, envolvendo as trés subdreas da fisiologia: metabolismo energético,
temperatura/termorregulacdo e neurofisiologia sensorial. Desta forma, foram consideradas as

trés etapas seguintes:

1. Realizagdo de experimentos para coleta de dados:

»  Coleta e manuteng¢do dos espécimes sob condi¢des experimentais, para obtencao
de ovos e geragdes;

»  Ovos separados para determinag@o do consumo de oxigénio.

» Formagdo das densidades larvais nos diferentes tratamentos (controle,
presenca/auséncia de drogas [Diazepam e Citalopram] e alteragdes no fotoperiodo
[fotoperiodos de Oh, 12h e 24h]) de acordo com cada metodologia;

»  Separagdo de larvas para determinagdo do consumo de oxigénio, variagdo no
ganho de massa no decorrer do desenvolvimento larval, termografia e utilizagdo de sensores
de temperatura para obten¢ao do padrao térmico nos diferentes tratamentos;

»  Pupas geradas nos diferentes tratamentos foram separadas para determinag¢do do

consumo de oxigénio;
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»  Adultos obtidos foram separados para determinagdo do consumo de oxigénio,
padrao térmico/termorregulacao de diferentes por¢cdes do corpo (cabeca, torax, abdome) de

acordo com a atividade, tratamento e variagcdo de temperatura, por meio de termografias;

2. Anadlise dos dados obtidos procurando compara-los entre si, por meio de testes

estatisticos e analises graficas;

3. Analise e sintese dos diferentes resultados obtidos nas metodologias, procurando-
se observar padroes e respostas relacionados a biologia, ecologia, fisiologia e comportamento

de C. megacephala.

Protocolos experimentais
Coleta e manutencdo dos espécimes sob condigdes experimentais

Exemplares adultos de C. megacephala foram coletados no Instituto de Biociéncias da
UNESP, em Rio Claro, SP. Foi utilizada como isca, matéria organica de origem animal em
decomposicao, e os exemplares coletados foram mantidos em gaiolas teladas em sala
climatizada a 27+1°C, umidade relativa (UR) de 60 + 10%e fotoperiodo de 12hs.

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

Como substratos alimentares para desenvolvimento larval, nas diferentes metodologias e
tratamentos, foram utilizados: meio artificial a base de leite em po, agar, levedura de cerveja,
nipagin e caseina, preparado de acordo com LEAL et al. (1982) e carne moida bovina, com o
objetivo de comparar com os resultados obtidos na dieta oligidica descrita anteriormente. Em
alguns tratamentos, houve a presenga de substancias quimicas (ansiolitico [Diazepam] e
antidepressivo [Citalopram]), com o intuito de posterior aplicacdo forense; e também
tratamentos com alteragdes no fotoperiodo (fotoperiodos de Oh, 12h e 24h).

As substancias quimicas que foram utilizadas tém atuag@o no sistema nervoso. Utilizou-
se Diazepam (grupo quimico: Benzodiazepinico) (ansiolitico - Diazepam NQ ® Smg -

comprimidos — Novaquimica Laboratorios S/A) e Citalopram (comprimidos de 20mg —
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Alcytam®, laboratério Torrent). Cabe aqui salientar mais uma vez que estudos sobre o efeito
destas substincias em insetos sdo escassos.

Todos os individuos utilizados nos diferentes tratamentos na presenga de drogas tiveram
como fonte alimentar a dieta artificial proposta por LEAL et al. (1982), a qual possui fontes de
proteinas e carboidratos que sdo necessarias para o desenvolvimento destas larvas de dipteros.

No caso do ansiolitico (Diazepam), foi colocada na dieta artificial uma concentragao
correspondente a DL50 (intravenosa) de coelho, ou seja, 9 mg/Kg [73,6mg de Diazepam em
125¢g de dieta] (NIOSH, 2004), e no caso do antidepressivo Citalopram, foi utilizada a dose
de 18mg/kg [8,3mg de Diazepam em 1259 de dieta], observada em overdoses com humanos
(JONASSON & SALDEEN, 2002; WORM et. al,1998).

Foi utilizada apenas a dose letal de cada uma das drogas na dieta artificial, sendo que no

controle, nao foi adicionado nada além dos componentes da dieta de LEAL et al. (1982).

Inicio dos experimentos

Os ovos foram depositados pelas fémeas (F;) em macerado de carne moida, sendo que
imediatamente apos a oviposi¢do, os mesmos foram separados e iniciou-se a coleta de dados
considerando as diferentes metodologias contidas neste projeto. Foram obtidas informagdes
durante todas as fases do ciclo de vida de C. megacephala. As metodologias foram trés:

Metabolismo Energético, Temperatura/Termorregulacdo e Neurofisiologia Sensorial.

Metabolismo energético (Capitulo 2)

O estudo do metabolismo energético foi realizado por meio de um sistema
automatizado de respirometria intermitentemente fechada (LIGHTON, 1993), utilizando-se
taxas de consumo de oxigénio (VO;) de todos os estagios do desenvolvimento de C.
megacephala, ou seja, ovo, larva, pupa e adulto. Cada estagio do desenvolvimento foi
acondicionado em seringas hermeticamente fechadas e de volume adequado ao seu tamanho e
numero de individuos (variando de 5 a 15mL, dependendo o tamanho dos individuos no
estdgio do ciclo de vida deste diptero). Foram realizadas pelo menos trés repeticdes dos
experimentos para cada tratamento, nos diferentes estidgios de vida. Foram realizados trés
conjuntos de experimentos, procurando avaliar alteragdes no metabolismo energético nas
diferentes fases do ciclo de vida de C. megacephala:

1. Presenca de drogas no substrato de desenvolvimento alimentar;

2. Alteracao no fotoperiodo durante todas as fases do ciclo de vida;

3. Alteracdo na qualidade do substrato alimentar larval
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A respirometria fechada foi escolhida baseada em algumas consideracdoes. Nem
sempre ¢ possivel obter condi¢cdes de fluxo minimo necessario para manter as leituras do
sensor dentro de sua acuidade e precisdo, apesar da grande sensibilidade dos sensores
contemporaneos; nessas circunstancias, a respirometria aberta ndo pode ser empregada. A
limitagdo basica se encontra na amplitude do sinal a ser obtido, que ¢ dada pela relacao entre
o fluxo de entrada e o consumo de oxigénio do animal, sendo entdo a limitagdo em
decorréncia de consumos baixos. Desse modo, os animais muito pequenos, ou em condi¢des
de depressdo metabdlica, estivagdo sdo os exemplos basicos de situagdes nas quais a técnica
aberta podera estar impossibilitada de ser empregada. Nessas situagdes, pode-se empregar a

técnica fechada ou a técnica intermitente (LIGHTON, 1993).

A massa de cada individuo referente a cada estdgio do desenvolvimento e o conjunto
(seringa mais substratos e individuo do estagio) foi obtida em intervalos de tempo (6 horas)
desde o inicio (ovo) até o final do intervalo de experimentacdo (adulto), em cada tratamento.
Foram também considerados valores necessarios para avaliacao de alteragdes na porcentagem
de O, e possiveis correlagdes com os dados que foram obtidos de VO,

Utilizou-se o programa DATACAN V (Sable Systems), um controlador multiplo de
fluxo (Multiplexer TR-RMS, Sable Systems), o qual foi programado para intercalar periodos
de 90 minutos, nos quais as camaras eram ventiladas com ar exterior, de forma a renovar o ar
contido nos respirometros (fase aberta), com periodos de 15 minutos [ovo, larva e adulto] e 20
minutos [pupa] (fase fechada), na qual o ar contido nos respirometros era reciclado através de
um analisador de oxigénio (Sable Systems, PA-1B). O fluxo de ar nas seringas foi de
50ml/min.

A queda na concentragdo fracional de O, registrada durante a fase fechada foi utilizada
para o célculo do VO,. Deste modo, o sistema permitiu que fosse coletada uma medi¢ao de
VO, para cada seringa em diferentes tempos, dependendo da fase de desenvolvimento (0ovo —
1h, larva — 1,5h, pupa — 1,67h e adulto 1,25h). A queda na concentragdo de O, foi via de
regra, linear e a inclinagdo da regressao foi utilizada para o célculo do VO, (taxa de aquisi¢ao

de dados de um Hertz), sendo aceitos para anélise os resultados de r* superiores a 0,8.

Alguns detalhes dos materiais ¢ métodos foram distintos para cada estagio do

desenvolvimento.

Estagios do desenvolvimento de C. megacephala.
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Ovo: periodo de desenvolvimento embrionario.

Os ovos foram depositados pelas fémeas (F;) em macerado de carne moida, sendo que
imediatamente ap6s a oviposicao, os mesmos foram separados e as massas de ovos pesadas e
colocadas em seringas de SmL juntamente com 1 grama de dieta oligidica (LEAL et al., 1982),
com o objetivo de impedir a desidratagdo dos ovos durante o periodo até a eclosdo das larvas.
O conjunto de ovos em cada seringa tinha uma massa média de 0.0347+0.003 g.

Foram utilizadas sete seringas, sendo que em seis delas, foi obtido o consumo de
oxigénio de massas de ovos/dieta, e em uma delas, havia apenas dieta oligidica sem a
presenca de ovos. Todo o experimento metabolico foi realizado dentro de uma BOD
Eletrolab® (temperatura de 27+1°C, e fotoperiodo de 12 horas).

A taxa metabolica dos ovos foi analisada por um periodo de pelo menos 11 horas,
sendo que a partir deste intervalo, larvas de primeiro instar j& comecaram a aparecer nas
seringas. A partir deste momento, foram montadas densidades larvais para inicio da aquisicao

de dados do VO, do estagio larval.

Larva: periodo de pds-desenvolvimento embrionario.

Apds a eclosdo das larvas, estas foram pesadas e separadas em grupos de 20
individuos, tendo sido colocadas em contato com 4 gramas do substrato alimentar e
acondicionadas em 15mL de seringa mantidas dentro de uma BOD Eletrolab® (temperatura de

27+1°C, umidade relativa 60+10%) de acordo com cada tratamento:

Controle Dieta/larvas — 20 larvas + 4g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo de 12 horas.
Diazepam - 20 larvas + 4g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo de 12 horas + 73,6mg de
Diazepam.

Citalopram - 20 larvas + 4g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo de 12 horas + 8,3mg
Citalopram.

Claro - 20 larvas + 4g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo de 24 horas.

Escuro - 20 larvas + 4g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo de 0 horas.

Dieta — zero larvas + 4g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo de 12 horas.

Controle Carne/larvas - 20 larvas + 4g carne bovina moida - fotoperiodo de 12 horas

Para estes tratamentos, além da obtencdo dos dados de VO,, foi realizada a coleta de
dados de incremento de massa durante o desenvolvimento larval, tendo sido coletados valores
de massa individual das larvas para uma amostra aleatoria de 10 individuos de cada
recipiente, que foram lavados e secados antes da pesagem em intervalos de 12 horas, até que
se completasse o desenvolvimento larval e os individuos procurassem um local para pupagao,
sendo que a primeira pesagem considerou larvas recém-eclodidas. Com estes dados, foi
possivel gerar curvas de desenvolvimento larval por meio da massa e poder correlacionar com

os dados de VO,, que foram calculados posteriormente.
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Apo6s a pesagem e identificacdo (se possivel) do instar larval, as larvas tiveram que ser
devolvidas as respectivas seringas, pois caso fossem retiradas, a variacdo na densidade larval
(competi¢do intraespecifica) 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 analise dos dados sob a influéncia dos tratamentos.

A taxa metabdlica das larvas foi analisada por um periodo de pelo menos 4-5 dias (120
horas) dependendo do tratamento, momento a partir do qual algumas pupas j& podiam ser

observadas dentro da seringa.

Pupa: periodo de pds-desenvolvimento embriondrio.

As pupas obtidas em cada uma das seringas foram coletadas e agrupadas em cinco
individuos, os quais foram acondicionados em seringas de 15mL e mantidos dentro de uma
BOD Eletrolab®(temperatura de 27+1 °C, umidade relativa 60+£10%) de acordo com cada
tratamento descrito anteriormente, porém sem a presenga de substratos alimentares. Durante o
intervalo de aproximadamente 80 horas, foi feita a aquisicao de dados da variacao de O,, para
posterior obtencao do VO, para cada tratamento. Na medida em que houve a emergéncia dos
adultos, os mesmos foram separados e acondicionados em frascos de acordo com o tratamento
e mantidos em BOD Eletrolab®(temperatura de 27+1 °C, umidade relativa 60+10%), para

posterior obtencdo das taxas metabodlicas deste estadgio do ciclo de vida.

Adulto: periodo de pos-desenvolvimento embrionario

Os adultos obtidos foram separados de acordo com o sexo e acondicionados em
seringas de 15mL, com dois individuos por seringa, de acordo com tratamentos descritos
acima. Realizaram-se medidas pontuais com pelo menos uma repeticdo, nos seguintes
intervalos de vida deste estagio de desenvolvimento: recém emergidos (1-3 dias); 7 dias; 15
dias e 30 dias de vida. Em cada uma das medidas temporais, os adultos foram aclimatados por
30min na BOD Eletrolab®(temperatura de 27+1 °C, umidade relativa 60+10%) antes de se
iniciar a coleta da variagdo de O, em respirometria fechada. Mediu-se esta variagdo na
presenga e auséncia de luz para os adultos, para posterior avaliacdo de altera¢des na atividade

e consumo de O,.

Avaliacao do perfil de temperatura corpdrea e termorregulacédo (Capitulo 3)
O estudo da temperatura/termorregulagao foi realizado por meio da utilizagao de

sensores de aquisicio de temperatura Tidbit/Onset™ e camera com visor infravermelho (Flir
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SC-640). Foram realizados trés conjuntos de experimentos, procurando avaliar alteragdes no
metabolismo energético nas diferentes fases do ciclo de vida de C. megacephala:
1. Presenga de drogas no substrato de desenvolvimento alimentar— realizado no
estagio de larva e adulto;
2. Alteracéo no fotoperiodo durante todas as fases do ciclo de vida- realizado no
estagio de larva e adulto;
3. Alteracdo na qualidade do substrato alimentar larval- realizado apenas no
estagio larval;
A metodologia também variou de acordo com o estagio do desenvolvimento, sendo que

neste caso, foram avaliados apenas os estagios larval e adulto, nos diferentes tratamentos.

Larva: periodo de desenvolvimento larval.

Sensores de aquisicdo de temperatura Tidbit/Onset®

Ap0s a eclosdo a partir das massas de ovos, as larvas foram separadas em densidades
de 300 larvas por pote (250 mL)[300 larvas em 125 gramas de dieta — 0,42g/larva], sendo
colocado um Tidbit/Onset® no centro da massa de substrato alimentar, capturando dados a
cada 30 segundos, sendo realizadas duas repeti¢cdes para cada um dos oito tratamentos. Todo
o experimento foi realizado em uma BOD (temperatura de 27+1 °C, umidade relativa
60+10%).

Tratamentos realizados no estagio larval:

. Controle — 300 larvas + 125g dieta oligidica (LEAL €t al., 1982) - fotoperiodo de 12 horas.

. Dieta —0 larvas + 125g dieta oligidica (LEaL €t al., 1982) - fotoperiodo de 12 horas.

. Dizepam — 300 larvas + 125g dieta oligidica (LEAL €t al., 1982) + 73,6mg diazepam - fotoperiodo de 12 horas.

. Citalopram — 300 larvas + 125g dieta oligidica (LEaL €t al., 1982) + 8,3mg citalopram- fotoperiodo de 12 horas.
. Claro — 300 larvas + 125g dieta oligidica (LEAL €t al., 1982) - fotoperiodo de 24 horas.

. Escuro — 300 larvas + 125g dieta oligidica (LEAL €t al., 1982) - fotoperiodo de 0 horas.
. Carne/larva - — 300 larvas + 125g carne moida bovina - fotoperiodo de 12 horas
. Carne — 0 larvas + 125g carne moida bovina - fotoperiodo de 12 horas

0NN L A W N~

Apbés a coleta dos dados de temperatura do conjunto (substrato alimentar +
presenca/auséncia de larvas), foram feitas comparagdes das temperaturas médias, da diferenga

da temperatura entre os tratamentos, entre os dias e durante o intervalo de tempo observado.

Camera com visor infravermelho Flir SC-640
Neste experimento, foi comparada a temperatura superficial do conjunto substrato
alimentar/ larvas nos diferentes tratamentos citados acima. Foi feita uma termografia em

intervalos de tempo de 12 horas até o inicio da dispersdo larval, com duas repetigdes para
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cada tratamento. Utilizando-se ferramentas de rotina especificas do programa de analise de
dados (Thermacam Researcher Pro 2.9), foi delimitada uma area circular que compreendeu o
limite do frasco, além de quatro retas que seccionaram em 45° cada area da circunferéncia. A
média de temperatura da 4rea e a variagdo da temperatura ao longo da reta foram utilizadas

para comparagao entre os tratamentos.

Adulto: temperatura ambiente e tratamentos

As temperaturas superficiais das diferentes por¢des do corpo do inseto também foram
analisadas neste trabalho, nos diferentes tratamentos ao longo do dia, por meio de uma camera

com visor infravermelho Flir SC-640.

Neste experimento, 50 adultos de cada um dos diferentes tratamentos foram
anestesiados e posteriormente colocados dentro de um tubo de PVC de 50 cm, sendo que de
um lado deste tubo havia uma tela que permitiria a renovacdo do ar interno, permitindo as
trocas gasosas e de calor entre 0 meio interno do tubo e externo (BOD). Nessas condigdes,
foram fornecidos agua e agucar ad libitum aos insetos. Este tubo foi inserido dentro da BOD,
a qual foi fechada com isopor e manteve-se apenas um orificio por onde o visor infravermelho
era acoplado ao tubo para registro das termografias. A temperatura variou de acordo com cada

experimento realizado.

Foram realizados os seguintes tratamentos na fase adulta:

1.Controle — adultos que foram desenvolvidos em dieta oligidica (LEAL €t al., 1982) - fotoperiodo de 12 horas.

2.Dizepam — adultos que foram desenvolvidos em dieta oligidica (LEAL €t al., 1982) + 73,6mg diazepam - fotoperiodo de
12 horas.

3.Citalopram — adultos que foram desenvolvidos em dieta oligidica (LEAL €t al., 1982) + 8,3mg citalopram- fotoperiodo de
12 horas.

4.Claro — adultos que foram desenvolvidos em dieta oligidica (LEAL €t al., 1982) - fotoperiodo de 24 horas.

5.Escuro — adultos que foram desenvolvidos em dieta oligidica (LEAL €t al., 1982) - fotoperiodo de 0 horas.

Utilizando-se ferramentas de rotina especificas do programa de andlise de dados
(Thermacam Researcher Pro 2.9), foram delimitadas areas de interesse sobre as imagens
térmicas do inseto, sendo que a média de temperatura da area foi utilizada para comparagdo
entre os tratamentos. As areas compreendiam trés por¢oes do corpo do inseto: cabega, torax e
abdome. As termografias foram realizadas em intervalos de tempo distintos dependendo da
metodologia. Para célculo da temperatura da superficie, foi considerada emissividade de 0.95.

Em média, 15 individuos eram avaliados em cada termografia obtida.
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O experimento foi divido em duas metodologias: (1) avaliagdo dos dados de
temperatura nos diferentes tratamentos ao longo do dia; (2) perfil térmico no corpo de C.
megacephala ¢ de processos de termorregulagdo que poderiam ser observados, quando
variaveis abidticas fossem alteradas (temperatura e fotoperiodo).

As metodologias sdo descritas a seguir:

Avaliacdo térmica dos adultos que se desenvolveram nos tratamentos

Neste experimento, foi comparada a temperatura superficial das diferentes por¢des do
corpo do inseto nos diferentes tratamentos ao longo do dia, sendo que os adultos utilizados
desenvolveram-se somente em dieta oligidica (LEAL et al., 1982), sendo considerados
diferentes tratamentos, como descritos anteriormente: controle, diazepam, citalopram, escuro
e claro.

Cada tratamento permaneceu aclimatado durante todo o experimento na BOD
(temperatura de 27+1°C, umidade relativa 60+£10%). As imagens termograficas foram obtidas
durante intervalos de 48 horas na taxa de 0.333 quadro.min™ (1 imagem a cada 3min), sendo

que os animais ficaram 12h aclimatados antes da captura das imagens.

Avaliacdo térmica e termorregulacio dos adultos sob variacdes de temperatura

Apenas adultos do tratamento controle foram utilizados nesta metodologia, os quais
foram aclimatados durante 1h em diferentes temperaturas: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 ¢ 40 °C. O
perfil térmico das diferentes por¢des dos individuos em atividade e repouso foi obtido de pelo
menos 20 individuos para cada uma das temperaturas, apos a aclimatagao (2h). As imagens
termograficas foram obtidas durante intervalos de 30 minutos na taxa de 1 quadro.seg”. Nas
diferentes temperaturas, foi observada a presenca de processos de termorregulacdo, sendo

quantificados e descritos quando foi o caso.

Neurofisiologia sensorial (Capitulo 4)

Os adultos originados e utilizados nos experimentos de metabolismo e temperatura,
foram separados e submetidos a métodos de eletrofisiologia, por meio de microeletrodos
acoplados no cérebro, para avaliacdo da transmissao do impulso no neuroénio HI1 do sistema
visual. Para este experimento, contou-se com o apoio do Laboratorio Dipteralab (Laboratério
de Neurofisica) do Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC) da Universidade de Sdo Paulo
(USP), Campus de Sao Carlos, sob coordenagao do Prof. Dr. Roland Koberle.
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O sistema em analise ¢ formado por milhares de células neurais e os experimentos foram
realizados da seguinte forma: a mosca foi dissecada apenas para expor uma parte sensorial de
seu sistema nervoso e permitir as medidas in vivo. Na placa lobular, situam-se quatro sinapses
atras dos fotorreceptores, além de varias dezenas de neurdnios sensiveis a movimentos
horizontais e verticais, com a finalidade de controlar a estabilidade do voo da mosca. O
neuronio H1 responde a movimentos horizontais, integrando a informagdo provinda de
aproximadamente 10.000 omatideos presentes nos olhos compostos. O neuroénio H1, por gerar
impulsos, possibilita fazer registros extracelulares na mosca viva. Para isto, utilizam-se
eletrodos de Tungsténio e registram-se os tempos de gera¢do dos pulsos em sincronia com o
estimulo, sendo que este Ultimo consiste de uma cena visual, que se movimenta rigidamente
na dire¢do horizontal. Os estimulos foram gerados por um monitor Tektronix 608 com taxa de
refrescamento de 500 Hz.

Os dados e padroes obtidos nos adultos foram comparados entre os diferentes
tratamentos e na perspectiva temporal. A aquisi¢do e amostragem dos dados ocorreu em pelo
menos trés fémeas adultas desenvolvidas em dieta (LEAL et al., 1982) de cada um dos cinco

tratamentos: controle, diazepam, citalopram, claro e escuro.

Foram realizados os seguintes tratamentos na fase adulta:

1.Controle — adultos que foram desenvolvidos em dieta oligidica (LEAL €t al., 1982) - fotoperiodo de 12 horas.

2.Dizepam — adultos que foram desenvolvidos em dieta oligidica (LEAL €t al., 1982) + 73,6mg diazepam - fotoperiodo de
12 horas.

3.Citalopram — adultos que foram desenvolvidos em dieta oligidica (LEAL €t al., 1982) + 8,3mg citalopram- fotoperiodo de
12 horas.

4.Claro — adultos que foram desenvolvidos em dieta oligidica (LEAL €t al., 1982) - fotoperiodo de 24 horas.
5.Escuro — adultos que foram desenvolvidos em dieta oligidica (LEAL €t al., 1982) - fotoperiodo de 0 horas.

Foram também considerados os efeitos de possiveis alteracdes na idade e exposicao nos
diferentes tratamentos, ou seja, foram avaliados trés grupos etarios em cada tratamento:
recém-emergido (3-7 dias), 15 dias e 30 dias de vida.

As Figuras 1 e 2 a seguir, mostram um esquema simplificado de toda a metodologia

utilizada neste trabalho.
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Metodologias utilizadas durante o periodo de desenvolvimento embriondrio de C. megacephala: ovo.

Metabolismo energético
Respirometria fechada - analisador de Oz
Metabolismo até a eclosio

Ovos de C. megacephala

Volume da seringa = SmlL

Metodologias utilizadas durante o periodo de pos-desenvolvimento embrionario de C. megacephala: larva,

Curva de desenvolvimento larval
Massa individual a cada 12h.

Tratamentos:

Controle fotoperiodo 12H (dieta)

Came fotoperiodo 12H

Diazepam (dieta)

Citalopram (dieta)

Claro 24h luz (dieta)

Escuro 24h sem luz (dieta) = = 0000 0000 4BO000 TID000 S60000 LNHD000
oy o osezam

——Ctalopram———fsws  ——rlars

Metabolismo energético
Respirometria fechada - analisador de Oz

Tratamentos:

Conlrole foloperiodo 12H (dieta)
Carne fotoperiodo 12H
Diazepam (dieta)

Citalopram (dieta)

Claro 24h luz {dieta)

Escuro 24h sem luz (dieta)

Z ojnuden

Vohsme da sefinga = 15mL

L__
Temperatura superficial do agregado durante desenvolvimento larval.
1 0 mm Tratamentos:

fotopariodo 12H (dieta)

Exemplo de larva de 3°instar
de C. megacephala

¢ oinjiden
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¢ o|nyden

Figura 1. Esquema simplificado de toda metodologia utilizada no trabalho do estagio de ovo até o final do estagio
larval.
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Metodologias utilizadas durante o periodo de pis-desenvolvimento embrionario de C. megacephala: pupa.

P Metabolismo energético
Respirometria fechada - analisador de Oz
Tratamentos: o=
Controle foloperiodo 12H (dieta) Controle
Carne fotoperiodo 12H
Diazepam (diata)
Citalopram (d
Clare 24h luz (dieta)
10mm Escuro 24h sem luz (dieta)

—»
Imagem de puga de Violume da sernga = 15mL)
C. megace

op |elodwsa) opojiad

[219

Z ojnyded

) BPIA 8P

|

Metabolismo energético e

Respirometria fechada - analisador de Oz %
H
is
§

Dados de machos e fémeas foram obtidos
2 individuos por recipiente T
i

Tratamentos: ] I ‘ i
Controle fotoperiodo 12H (dieta) f— l . . '
Came foloperiodo 12H T AP e T
Diazepam (dieta) — e - te | e | e | K
Citalopram (dieta) -

Claro 24h luz (dieta) Volume da seringa = 15mL
Escuro 24h seam luz (dieta)

Z ojnyded

Camef nCamat

Termorregulagio no individuo
Analises nos tratamentos, 50 individuos dentro do tubo.

Analises na variacao de temperatura

]
Tratamentos: 'i' -
Controle fotoperiodo 12H (dieta) UE - e

Diazepam (dieta)

—
Citalopram (dieta)
Claro 24h luz (dieta) SOCm

Escuro 24h sem luz (dista) Cano de PVC colcoado dentro
1 Omm ! da BOD para controle da 1 lura,

Imagem de adulto 0e G, megace |
Neurofisiologia na percepgao visual (neurdnio H1) de adultos.
Andlises entre os tratamentos.

Analises temporais LT
4-7 dias, 15 dias & 30 dias |

Tratamentos: \
Controle fotoperiods 12H (dista)

Diazepam (dieta)
Citalopram (dieta)

Claro 24h luz (dieta)
Escuro 24h sem luz (dieta)

¢ ojnjiden

p ojnyded

Figura 2. Esquema simplificado de toda metodologia utilizada no trabalho do estagio de pupa até adulto.

Analise dos dados obtidos considerando as diferentes metodologias

Diferentes testes estatisticos e andlises descritivas dos dados foram realizados em cada
metodologia considerada, sendo utilizados para se testar diferengas entre os tratamentos,
considerando as varidveis obtidas em cada um das metodologias, como por exemplo: massa,
consumo de oxigénio, temperatura de diferentes por¢des do corpo, etc. Cada uma das analises
estd mais detalhadamente descrita nos capitulos seguintes. Utilizou-se nivel de significancia

de 5%.
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CAPITULO 2
ESTUDO DO METABOLISMO ENERGETICO DE CHRYSOMYA MEGACEPHALA (F.) (DIPTERA:
CALLIPHORIDAE) NAS DIFERENTES FASES DE SEU CICLO DE VIDA E SOB INFLUENCIA DE

DIFERENTES TRATAMENTOS (FOTOPERIODO E DROGAS)
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REsSuUMO
Chrysomya megacephala (Fabricius) é um inseto com desenvolvimento holometabolo que
apresenta alteracOes anatdmicas e fisiologicas nos diferentes estagios da sua vida. As
alteragdes no metabolismo energético nunca tinham sido avaliadas nesse diptero. O objetivo
deste trabalho foi descrever e avaliar as alteragdes no consumo de oxigénio ao longo da vida
desse inseto, além de alteragdes que poderiam ocorrer quando houvesse a presenca de
substancias quimicas, diferentes fotoperiodos e dois diferentes tipos de substrato alimentar.
Os perfis da taxa metabolica durante as fases do desenvolvimento foram bastante distintos
quando se compara ovo, larva, pupa ¢ adulto. O maior consumo de O, foi observado no
estagio larval, o qual é o principal periodo em que ocorre limitacdo de recursos alimentares
em moscas-varejeiras, sendo que a competicdo por esses recursos ¢ geralmente do tipo
exploratoria nesses dipteros. Em relacdo aos tratamentos analisados, foram observadas
alteragdes na massa e nas taxas metabolicas nas diferentes fases da vida desse inseto, quando
ocorria a presenga de substincias quimicas, alteracdes no fotoperiodo e no substrato
alimentar.

Palavras chave: Moscas-varejeiras, metabolismo energético, entomologia forense,

fotoperiodo, drogas.

INTRODUCAO

As moscas em geral sdo insetos com desenvolvimento holometabolo, apresentando
quatro estagios de desenvolvimento durante seu ciclo de vida: ovo, larva, pupa e imago
(TRIPLEHORN & JOHNSON, 2011). A fase larval ¢ dividida em trés instares, os quais podem ser
distinguidos por mudancas morfofisiologicas presentes em cada estagio do desenvolvimento
desse inseto (HINTON, 1946; FRAENKEL & BHASKARAN, 1973; MCALPINE et al., 1981;

ERZINCLIOGLU, 1985; QUEIROZ et al., 1997; CosTa et al., 2006).

A mosca-varejeira Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridac) apresenta grande
diversidade ecologica (ZUMPT, 1965; IMBIRIBA et al., 1977; GUIMARAES et at., 1978) ¢ tem
grande importancia médico-sanitaria (ZUMPT, 1965; GUIMARAES et al., 1983; FURLANETTO et
al. 1984), além de ser de fundamental importancia em entomologia forense (WELLS &

GREENBERG, 1992;VON ZUBEN et al., 1996; GOMES, 2010).

O estagio larval de C. megacephala ¢é associado ao processo de decomposi¢do de
matéria organica de origem animal (ZUMPT, 1965; NUORTEVA, 1977; GUIMARAES et al., 1978;

BAUMGARTNER & GREENBERG, 1984; HANSKI, 1987; PESCHKE et al., 1987), e a qualidade
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nutricional desse substrato alimentar pode alterar o desenvolvimento larval de moscas-
varejeiras, retardando ou acelerando o mesmo, como observado em Calliphora vomitoria por
IRELAND & TURNER(2006) e em C. megacephala por MENDONCA et al. (2009) e PIRES et al.
(2009).

WIESUNDARA (1957) foi um dos pioneiros a estudar a duracdo de estagios imaturos em
moscas-varejeiras, especificamente analisando aspectos da biologia larval de C. megacephala.
Levort et al. (1979) estudaram a habilidade competitiva investigando algumas caracteristicas
das curvas de crescimento larval, comparando sete espécies de Calliphoridae e uma de
Sarcophagidae, e¢ concluiram que C. megacephala tem uma das mais altas taxas de
assimilagdo de nutrientes, ¢ foi uma das melhor adaptadas para a pupagdo com pesos larvais

baixos.

Chrysomya megacephala apresenta uma grande importancia nos estudos forenses, por
ser uma das espécies que primeiro chega aos corpos em decomposi¢do (GUIMARAES et al.,
1978; LOPES DE CARVALHO & LINHARES, 2001) e também por utilizd-lo como alimento
durante seu estdgio larval, possibilitando a estimativa do intervalo pos-morte (IPM) em
humanos, que envolve a dedugdo do intervalo de tempo minimo e maximo entre a morte € a

descoberta do corpo, dado de extrema importancia nas investigagdes criminais (SMITH, 1986).

No entanto, o desenvolvimento dos insetos pode ser afetado por diversos fatores bidticos
e abioticos no ambiente, alterando o intervalo de duracdo de cada estagio de desenvolvimento,
taxas de fertilidade, sobrevivéncia, comportamento, etc. Alguns trabalhos procuraram avaliar
o efeito do fotoperiodo sobre o desenvolvimento de alguns insetos, principalmente na
alteracdo do fenomeno da diapausa (TAUBER & KYRIACOU, 2001; SAUNDERS, 2002). No
entanto, o principal fator abidtico que vem sendo muito estudado no desenvolvimento de C.
megacephala ¢ a influéncia da temperatura (MILWARD-DE-AZEVEDO et al.,1996; FENG, et al.
2002a, 2002b; REIGADA & GODOY, 2006; VELEZ & WOLFF, 2008), a qual altera drasticamente
o tempo de duragdo dos diferentes estagios larvais, influenciando diretamente nas estimativas

dos estudos forenses.

Na ciéncia forense, além das alteracdes de temperatura do proprio ambiente, casos de
mortes de pessoas por utilizacdo de drogas licitas ou ndo, direta ou indiretamente (CONACHER
& WORKMAN, 1989; DE CHATEAU, 1990; POPE & KATz, 1994; ALUNNI-PERRETet al., 2003)
tém dificultado a investigacdo por parte dos peritos, devido a agdo destas drogas na

decomposi¢cdo do corpo ¢ no ritmo de desenvolvimento de larvas de insetos necréfagos
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(CATTS, 1992; GOFF & LORD, 1994; GOFF et al., 1997;SADLER et al., 1997; BOUREL et al.,
2001; O’ BRIEN & TURNER, 2004; PIEN et al., 2004).

Suicidios, mortes ou mudangas de comportamento em usudrios de benzodiazepinicos
(entre eles Diazepam) ou antidepressivos (entre eles Citalopram), tém sido observados em
varios estudos (SZARA & LUDFORD, 1980; HALL & ZISOOK, 1981; GARDNER & COWDRY,
1985; DIETCH & JENNINGS 1988; WoODS, et al., 1992; LESTER, 1995; BOND, 1998; BERMAN
et al. 2005; GOMES, 2006).

Dentre os benzodiazepinicos, PIEN et al. (2004) observaram mudangas na morfologia de
larvas e pupas e¢ na taxas de desenvolvimento larval em Calliphora vicina, utilizando a
substancia nordiazepam. Ja CARVALHO et al. (2001) observaram que Diazepam acelera o
desenvolvimento larval em C. albiceps e C. putoria e GOMES (2006) observou um retardo no
tempo de desenvolvimento larval de C. megacephala na presenca de Diazepam. A estimativa
do IPM constitui-se em um dos aspectos mais importantes em estudos de medicina legal
(SMITH, 1986), sendo que a ndo consideragdo de fatores abidticos e bidticos poderia
prejudicar seriamente esta estimativa.

Resumidamente, diversos trabalhos ja foram realizados observando detalhes nas
diferentes fases do desenvolvimento de C. megacephala, como por exemplo: estudos de
morfologia larval (ISHUIMA, 1967; QUEIROZ & CARVALHO, 1987), avaliacdo de taxas de
incremento de massa durante desenvolvimento sobre influéncia de alteragdes na temperatura
(MILWARD-DE-AZEVEDO et al., 1996; VELEZ & WOLFF, 2008), tabelas de vida e duragdo dos
diferentes estagios (WELLS & KURAHASHI, 1994; GABRE et al., 2005), influéncia de
substancias quimicas na taxa de incremento de massa durante o desenvolvimento (CATTS,
1992; GOFF & LORD, 1994; GOFF et al., 1997; BOUREL et al., 2001; O’ BRIEN & TURNER,
2004; PIEN et al., 2004; SADLER et al., 1997), influéncia da densidade/competi¢do/predagao
durante o desenvolvimento larval (VON ZUBEN, 1995; RosA et al., 2006), processos de

disperséo larval pos-alimentar (GOMES et al., 2006), dentre outros.

Como se pode perceber, a maior parte dos trabalhos envolve aspectos morfologicos,
biologicos ou ecologicos de diferentes fases do desenvolvimento de C. megacephala, e
poucos trabalhos procuram compreender alguns aspectos fisioldgicos, como o metabolismo
energético de C. megacephala. A compreensdo de aspectos da fisiologia da espécie seria de
extrema importancia, podendo servir de embasamento para outras investigagdes que vierem a
utilizar este diptero como sistema modelo. O estudo do metabolismo energético dessa espécie

poderia auxiliar na compreensdo dos processos ¢ das fases da vida em que estes animais
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sofrem maiores alteragdes fisiologicas, informagao esta, que pode ser util no controle desta
espécie praga, na compreensao e previsao de fatores envolvidos com a parte forense, e
também informagdes que poderiam contribuir na compreensdo de aspectos da biologia e

fisiologia dessa espécie.

Por este motivo, o objetivo deste trabalho foi estudar aspectos do metabolismo
energético de C. megacephala, sendo que o metabolismo energético representa a soma de
todas as reacdes quimicas que estdo ocorrendo no corpo do animal em um determinado
periodo. Assim sendo, diversos fatores agem de forma sinergética e podem alterar o
metabolismo de um animal em estudo (RANDALL et al., 2000). Desta forma, o presente estudo
testou a influéncia de diferentes tratamentos (Substratos alimentares / presenca de drogas /
alteragdes no fotoperiodo sobre o metabolismo energético) nas diferentes fases da vida de C.

megacephala.

MATERIAL E METODOS
Coleta e manutencao dos espécimes sob condicdes experimentais

Exemplares adultos de C. megacephala foram coletados no Instituto de Biociéncias da
UNESP, em Rio Claro, SP. Foi utilizada como isca, matéria organica de origem animal em
decomposicdo, e os exemplares coletados foram mantidos em gaiolas teladas em sala
climatizada a 27+1 °C, umidade relativa (UR) de 60£10% e fotoperiodo de 12hs.

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

Como substratos alimentares para desenvolvimento larval, nas diferentes metodologias e
tratamentos, foram utilizados: meio artificial a base de leite em pd, agar, levedura de cerveja,
nipagin e caseina, preparado de acordo com LEAL et al. (1982) e carne bovina moida,
objetivando uma comparagdo com os resultados obtidos na dieta oligidica.

Em alguns tratamentos houve a presenca de substancias quimicas (ansiolitico
[Diazepam] e antidepressivo [Citalopram]), com o intuito de posterior aplicagdo forense;
foram também considerados tratamentos com alteracdes no fotoperiodo (fotoperiodos de Oh,

12h e 24h).
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As substancias quimicas que foram utilizadas t€m atuagao no sistema nervoso. Utilizou-
se Diazepam (grupo quimico: Benzodiazepinico) (ansiolitico - Diazepam NQ ® 5mg -
comprimidos — Novaquimica Laboratorios S/A) e Citalopram (comprimidos de 20mg —
Alcytam®, laboratério Torrent). Cabe aqui mais uma vez salientar que estudos sobre o efeito
dessas substancias em insetos sa0 €scassos.

Todos os individuos utilizados nos diferentes tratamentos na presenca de drogas tiveram
como fonte alimentar a dieta artificial proposta por LEAL et al. (1982), a qual possui fontes de
proteinas e carboidratos que sdo necessarias para o desenvolvimento larval de moscas-
varejeiras.

No caso do ansiolitico (Diazepam), foi colocada na dieta artificial a DL50 (intravenosa)
de coelho, ou seja, 9 mg/Kg [73,6mg de Diazepam em 125g de dieta] (NIOSH, 2004), e no caso do
antidepressivo Citalopram, foi utilizada a dose de 18mg/kg [8,3mg de Diazepam em 125g de dieta],
observada em casos de overdoses em humanos (WORM et al., 1998; JONASSON & SALDEEN,
2002).

Foi utilizada apenas uma dosagem (letal) de cada uma das drogas na dieta artificial,
sendo que ao controle ndo foi adicionado nada a mais do que o presente na dieta de LEAL et

al. (1982).

Inicio dos experimentos e de aplicacdo das metodologias
Os ovos foram depositados pelas fémeas (F;) em macerado de carne moida, sendo que
imediatamente apds a oviposi¢do, os mesmos foram separados e iniciou-se a aquisicdo de

dados para a avaliagdo do metabolismo energético.

Metabolismo energético

O estudo do metabolismo energético foi realizado por meio de um sistema
automatizado de respirometria intermitentemente fechada, utilizando-se taxas de consumo de
oxigénio (VO,) de todos os estagios do desenvolvimento de C. megacephala, ou seja, ovo,
larva, pupa e adulto. Cada estdgio do desenvolvimento foi acondicionado em seringas
hermeticamente fechadas e de volume adequado ao seu tamanho e numero de individuos (5-
15mL). Foram realizadas pelo menos trés repeti¢cdes para cada tratamento, nas diferentes fases
da vida.

A massa de cada individuo no respectivo estdgio do desenvolvimento € o conjunto
(seringa mais substratos e individuo do estagio) foi obtida em intervalos de tempo desde o

inicio até o final do intervalo de experimentacdo, em cada tratamento, valores estes
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necessarios para avaliacao de alteragdes na porcentagem de O, e possiveis correlagdes com os
dados que foram obtidos de VO,.

Utilizou-se o programa DATACAN V (Sable Systems), um controlador multiplo de
fluxo (Multiplexer TR-RM8, Sable Systems), o qual foi programado para intercalar periodos
de 90 minutos, nos quais as cadmaras eram ventiladas com ar exterior, de forma a renovar o ar
contido nos respirdmetros (fase aberta), com periodos de 15 minutos [ovo, larva e adulto] e 20
minutos [pupa] (fase fechada), na qual o ar contido nos respirdmetros era reciclado através de
um analisador de oxigénio (Sable Systems, PA-1B). O fluxo de ar nas seringas foi de
50ml/min.

A queda na concentragdo fracional de O, registrada durante a fase fechada foi utilizada
para o calculo do VO,. Deste modo, o sistema permitiu que fosse coletada uma medicao de
VO, para cada seringa em diferentes intervalos de tempo, dependendo da fase de
desenvolvimento (ovo — 1h, larva — 1,5h, pupa — 1,67h e adulto 1,25h). A queda na
concentragdo de O, foi, via de regra, linear e a inclinagdo da regressdo foi utilizada para o
calculo do VO, (taxa de aquisicdo de dados de um Hertz). Em geral, o r* obtido foi superior a

0,8.
Foram realizados trés grupos de tratamentos:
1. efeito de substancias quimicas (Controle-Dieta(CD), Citalopram(Cit) e Diazepam(Diaz));

2. efeito de fotoperiodo (Controle-Dieta-12h de fotoperiodo(CD), Claro-24h de fotoperiodo(Cla) e
Escuro-0h de fotoperiodo(Esc));

3. efeito de substrato alimentar (Controle-Dieta(CD) e Controle-Carne(CC)).

Alguns detalhes dos materiais e métodos foram distintos para cada estagio do

desenvolvimento.

Estagios do desenvolvimento de C. megacephala.

Ovo: periodo de desenvolvimento embrionario.

Os ovos foram depositados pelas fémeas (F;) em macerado de carne moida, sendo que
imediatamente apos a oviposicao, os ovos foram separados, as massas dos mesmos foram
pesadas e colocadas em seringas de SmL juntamente com 1 grama de dieta oligidica (LEAL et
al., 1982), o que impediu a desidratagdo dos ovos durante o periodo, até a eclosido das larvas.

O conjunto de ovos em cada seringa tinha uma massa média de 0,0347+0,003g.
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Foram utilizadas sete seringas, sendo que em seis delas foi obtido o consumo de
oxigénio de massas de ovos/dieta, ¢ em uma delas, obtido apenas o consumo com dieta
oligidica sem a presenga de ovos. Todo o experimento metabodlico foi realizado dentro de uma
BOD Eletrolab”™ (temperatura de 27+1°C, e fotoperiodo de 12 horas).

A taxa metabolica dos ovos foi analisada por um periodo de pelo menos 11 horas, apds
o qual as larvas de primeiro instar j& comegaram a eclodir dentro das seringas. A partir deste
momento, foram montadas densidades larvais para inicio da aquisicdo de dados do VO, do

estagio larval.

Larva: periodo de desenvolvimento pds-embrionério.

ApoOs a eclosdo das larvas, as mesmas foram pesadas e separadas em grupos de 20
individuos, colocadas em contato com 4 gramas do substrato alimentar e acondicionadas em
15mL de seringa, mantidas dentro de uma BOD Eletrolab” (temperatura de 27+1 °C, umidade

relativa 60+10%), de acordo com cada tratamento:

1.Controle - Dieta — 20 larvas + 4g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo de 12 horas.

2.Diazepam - 20 larvas + 4g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo de 12 horas + 73,6mg de Diazepam.
3.Citalopram - 20 larvas + 4g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo de 12 horas + 8,3mg Citalopram.
4.Claro - 20 larvas + 4g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo de 24 horas.

5.Escuro - 20 larvas + 4g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo de 0 horas.

6.Dieta — 0 larvas + 4g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo de 12 horas.

7.Controle - Carne - 20 larvas + 4g carne bovina moida - fotoperiodo de 12 horas

Os tratamentos com fotoperiodo de 12h e sem a presenga de drogas foram chamados de
controle, os quais foram utilizados como modelos de comparacdo entre os tratamentos, pois
ndo sofreram influéncia de variagao no fotoperiodo e da presenca de drogas. Foram dois
controles realizados, um com carne bovina moida e outro com dieta (LEAL et al., 1982).

Além da obten¢ao dos dados de VO,, foi realizada a coleta de dados de incremento de
massa durante o desenvolvimento larval nos tratamentos citados anteriormente, tendo sido
coletados valores de massa das larvas em intervalos de 12 horas, até que se completasse o
desenvolvimento larval e as mesmas procurassem um local para pupagdo, sendo que a
primeira pesagem considerou larvas recém-eclodidas. Com estes dados, foi possivel gerar
curvas de desenvolvimento larval por meio dos valores de massa para poder correlacionar
com os dados de VO, que foram calculados posteriormente.

Em intervalos de 12 horas, a massa foi individualmente registrada para uma amostra

aleatéria de 10 larvas de cada recipiente, que foram lavadas e secadas antes da pesagem. Apods
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a pesagem e possivel identificagdo do instar larval, as larvas tiveram que ser devolvidas as
respectivas seringas, pois caso fossem retiradas, a variagao na densidade larval (competicao
intraespecifica) seria muito grande, e poderia causar uma resposta na taxa de desenvolvimento
larval, como observado por VON ZUBEN (1995) e IRELAND & TURNER (2006), o que
dificultaria a analise dos dados sob a influéncia dos tratamentos.

A taxa metabdlica das larvas foi analisada por um periodo de pelo menos 4-5 dias (120
horas) dependendo do tratamento, momento em que algumas pupas ja podiam ser observadas

dentro da seringa.

Pupa: periodo de desenvolvimento pds-embrionério.

As pupas obtidas em cada uma das seringas foram coletadas e agrupadas em 5
individuos, os quais foram acondicionados em seringas de 15mL e mantidos dentro de uma
BOD Eletrolab® (temperatura de 27+1°C, umidade relativa 60+£10%) de acordo com cada
tratamento descrito anteriormente, porém sem a presenga de substratos alimentares. Durante o
intervalo de aproximadamente 80 horas, foi feita a aquisicao da variacao de O,, para posterior
obtencdo do VO, para cada tratamento. Na medida em que houve a emergéncia dos adultos,
os mesmos foram separados e acondicionados em frascos de acordo com o tratamento e
mantidos em BOD Eletrolab® (temperatura de 27+1°C, umidade relativa 60+10%), para

posterior obtencdo das taxas metabodlicas deste estagio de vida.

Adulto: periodo de desenvolvimento pos-embrionario

Os adultos obtidos foram separados de acordo com o sexo e acondicionados em
seringas de 15mL, dois individuos por seringa, de acordo com os tratamentos descritos
anteriormente. Realizaram-se medidas pontuais com pelo menos trés repeti¢des, nos seguintes
intervalos de vida deste estagio: recém-emergidos (1-3 dias); 7 dias; 15 dias e 30 dias de vida.
Em cada uma das medidas temporais, os adultos foram aclimatados por 30min na BOD
Eletrolab® (temperatura de 27+1 °C, umidade relativa 60+10%) antes de se iniciar a coleta da
variagdo de O, em respirometria fechada. Mediu-se esta variagdo tanto na presenca como na
auséncia de luz, para posterior avaliagdo de alteragcdes na atividade e consumo de O, ou seja,
a presenca da luz permitiu a medicdo de um metabolismo de atividade espontanea, e na
auséncia da luz, foi obtido o metabolismo de repouso. A diferenca entre o metabolismo de
atividade espontanea e de repouso foi definida como escopo metabdlico.

Taxas de mortalidade foram obtidas nos mesmos dias de coletas de dados do

metabolismo (1; 7 dias; 15 dias e 30 dias de vida), sendo realizadas trés repeticdes para cada
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tratamento, considerando gaiolas com 25 machos e 25 fémeas mantidos por toda a sequéncia

de experimentagao.

Analise estatistica

A analise estatistica dos dados de massa coletados no desenvolvimento larval desta
mosca foi feita no programa SAS®. Analise de varidncia fatorial (ANOVA) e testes de
comparagdo multipla de Bonferroni foram utilizados, comparando as médias de massa dos
individuos nos diferentes tratamentos realizados. A varidvel dependente massa foi utilizada
nas comparagdes entre os tratamentos, repeticdes, tempo e suas interagdes.

Como houve diferenga significativa de massa entre os tratamentos, optou-se por utilizar
o metabolismo especifico, ou seja, foi dividida a taxa metabolica absoluta (LLO,/segundo)
pela massa (mg) de cada grupo de individuos analisado, em cada fase do desenvolvimento. A
analise da taxa metabolica para diferentes espécies tem atraido consideravel atencdo desde
KLEIBER (1932), e grande parte dos estudos focou na alometria do tamanho do corpo e da taxa
metabolica de repouso (KLEIBER 1932; KITTEL 1937; HEMMINGSEN 1960; BARTHOLOMEW &
CASEY, 1978; COELHO & MOORE, 1989; ATANASOV, 2005). Outros estudos mais recentes
procuraram analisar a independéncia da massa em relagdo a taxa metabdlica, sendo que as
diferencas na taxa metabdlica de repouso permanecem mesmo apds a eliminagdo da
influéncia da massa (DAAN, et al., 1990; KONARZEWSKI & DIAMOND, 1995; VINOGRADOV,
1995). REINHOLD (1999) analisou estas influéncias para diferentes espécies de insetos,
observando independéncia ou dependéncia da massa em relagdo a taxa metabdlica em
algumas espécies, dependendo do comportamento e da taxa de metabolismo durante
atividade. Como o presente trabalho analisou o efeito de diferentes tratamentos nas distintas
fases do desenvolvimento de uma espécie, optou-se por utilizar a taxa metabolica especifica
para comparagdo entre os tratamentos.

Apo6s o célculo do metabolismo especifico de cada fase e tratamento, foi feita a
comparacao por meio de analise de variancia fatorial (ANOVA) e utilizou-se também teste de
comparagdo multipla de Bonferroni. Foi utilizado como variavel dependente, o metabolismo
especifico, nas comparagdes entre os tratamentos, repeticdes, tempo e suas interagdes.

Em todos os testes utilizou-se nivel global de significancia de 5%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foi observada variagdo na porcentagem de O, nas seringas apenas com substrato
alimentar e sem a presen¢a de larvas, e desta forma, estas foram desconsiderados da andlise
geral.

A anélise dos dados coletados foi realizada de acordo com os diferentes estagios da vida

de C. megacephala: ovo, larva, pupa e adulto.

Estaqgio de ovo

A massa de ovos obtida e utilizada nas seringas para obtengdo da amostragem do
consumo de O, tinha uma média de 34,7+0,3mg. Na Figura 1, € possivel visualizar a variagdo
na média da VO, durante o intervalo de tempo, até a eclosao das larvas.

1.4

1.2 +

0.8 |

0.6 +

VO2 (uLmgls™)

0.4

P02=0.104+0.081uL.mg's"

Presenga de larvas

0 - f f t f : t . f
0:00:00  1:30:00  3:00:00 4:30:00  6:00:00 7:30:00 9:00:00 10:30:00 12:00:00
Tempo (horas)
Figura 1. Grafico mostrando a média (n=5amostras em cada intervalo de hora) na VO, ao longo do tempo

durante o estagio de ovo de C. megacephala.

O aumento no consumo do oxigénio durante este periodo se deve ao periodo de
desenvolvimento embriondrio, no qual diversas mudancas morfologicas e fisiologicas
ocorrem em um pequeno intervalo de tempo. O periodo de eclosdo das larvas a 27 °C foi em

média de 11 horas, metade do tempo observado a 26 °C por GABRE et al. (2005) . Como se
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pode observar na Figura 1, o metabolismo praticamente dobrou apds o inicio da eclosdao das
larvas, tendo em vista a grande atividade que estas ultimas possuem logo apds a eclosao a
partir dos ovos, pois se utilizam de substratos discretos e efémeros para alimentagdo
(HANSKI, 1987; PESCHKE et al., 1987). Nesse periodo da vida, ocorre limitagdo de
recursos alimentares e a competi¢do pelos recursos €, geralmente, do tipo exploratoria (REIS
et al., 1994), em que cada larva procura ingerir o maximo de alimento possivel antes da
completa exaustdo dos recursos (ULLYETT, 1950). Desta forma, ¢ de se esperar que o
consumo de energia do estagio larval seja bastante alto comparado com o estagio de ovo.

Nao foi observada diferenga no metabolismo dos ovos sob a influéncia dos diferentes
tratamentos considerados, tendo em vista que o contato com as substancias quimicas e
alteracdo no fotoperiodo ¢ curto e provavelmente nao permitiu alteragcdes metabolicas, além
do fato que o envoltério do ovo exerce uma boa protecao contra determinados efeitos e

estresses do ambiente.

Estéagio larval
A analise do desenvolvimento larval nos diferentes tratamentos mostrou diferencas
estatisticas significativas entre a média das massas obtidas em C. megacephala, nos trés

conjuntos de tratamentos realizados:

- tratamentos com presenca de drogas(CD, Cit e Diaz):tratamentos (F=418,89; p<0,0001),
tempo (F=4307,41; p<0,0001); tratamento x tempo (F=19,00; p<0,0001);

- tratamentos com alteracdes no fotoperiodo(CD, Cla e Esc):(F=247,0; p<0,0001), tempo
(F=4339,4; p<0,0001); tratamento x tempo (F=26,7; p<0,0001);

- tratamentos desenvolvidos em diferentes substratos alimentares(CD e CC):(F=867,15;
p<0,0001), tempo (F=2602,54; p<0,0001); tratamento x tempo (F=49.06; p<0,0001);

Na Figura 2 e Tabela 1, pode-se observar o ganho de massa nos diferentes tratamentos

no decorrer do tempo.
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Curva de desenvolvimento larval de C. megacephala: tratadas com drogas Curva de desenvolvimento larval de C. megacephala: fotoperiodo alterados
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FIGURA 2. Graficos das curvas de desenvolvimento larval (massa x tempo) de C. megacephala nos diferentes
tratamentos e substratos (controles [Dieta e Carne]). 2A: Tratamentos com presenga de drogas; 2B: tratamentos
com alteracdes no fotoperiodo; 2C: Distribuicdo da amostragem de massa durante todo o desenvolvimento e
mediana de cada tratamento (circulo laranja).

Quando se observa o efeito do substrato alimentar sobre o ganho de massa, as larvas
desenvolveram-se mais rapidamente em carne (CC) do que em todos os outros tratamentos,
sendo que a massa média foi bem maior que o controle em dieta (Figura 2C e Tabela 1). Essa
diferenga pode ser explicada pela qualidade nutricional e pela sensibilidade da populagao de
larvas a dieta artificial, quando se compara a carne com a dieta oligidica (LEAL et al., 1982).
Varios estudos observaram alteragdes no desenvolvimento em diferentes substratos
alimentares, como por exemplo, o de IRELAND & TURNER (2006) com Calliphora vomitoria e
o de KANESHRAJAH & TURNER (2004) com Calliphora vicina, nos quais diferentes grupos de

larvas foram tratados com diferentes tecidos (cérebro, musculo, pulmao, figado) de porcos, e
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estes grupos tiveram diferengas no tempo de desenvolvimento larval entre os diferentes

tratamentos, o que também foi observado em Lucilia sericata por CLARK et al. (2006).

TABELA 1. Média e desvio padrdo da massa individual (mg) de 20 individuos pesados nos diferentes tratamentos por
intervalo de tempo utilizado (12 horas); as cores mostram diferencas significativas entre os tratamentos e o controle CD, e
as linhas em cada tratamento mostram diferencas significativas entre as horas de desenvolvimento dentro de cada
tratamento. A: Diferencas entre controle dieta e os tratamento com alteragdes de fotoperiodo; B: Diferencas entre controle
dieta e os tratamento com presenca de drogas; C: Diferengas entre controle dieta ¢ controle carne.

A B C

Controle Dieta Claro Escuro Controle Dieta Citalopram Diazepam [l Controle Dieta Controle Carne

0.14£0.05 0.15=0.05 0.15=0.05 0.14+0.05 0.14+0.05 0.14+0.05 0.14:0.05 0.17+0.05

—_~ 0.43+0.09 0.45+0.13 0.38+0.12 0.43+0.09 0.39+0.12 0.34+0.10 0.43+0.09 0.475+0.13
g 1.65+0.24 1.98+0.32 1.91+0.39 1.65+0.24 1.96x0.33 1.75=0.37 1.6520.24 2.2+0.28
= 6.37:1.08 8.37:0.92 7.56:0.9 6.37:1.08 786117 | 5365105 6.37:1.08 8.54:1.02

E 17.03£1.71 20.43£3.03 16.23x1.61 17.03£1.71 20.12+1.67 2.53+1.58 17.03+1.71 27.40+8.89

~ a67s576 | 34202217 L 31.67:5.76 56.32:8.86
o 46.41+491 WU 226348 | DO | spozeene | enesssas | | ss41e01 5.4923.9:

g" 56.07:5.13 09462419 | 6183:7.23 6.0755.1 63.93:426 | 49.89:4.36 56.07+5.13 76.2545.58

() 62.82£5.50 54.27£5.13 65.79+£2.04 62.82+5.50 6974+£2.16 55.24+5.38 2.4 .5 75.82+4.94

~ 65.925.92 56692410 | 67.36:275 65.925.92 71.93:1.78 | 58.99:2.97 77.18%451

68892415 | sestso0 | 6s.60:2.94 68892415 | 72255462 | 63.582210 79.89:2.51

69.52+£2.52 58.34=3.00 68.09+2.08 69.52+2.52 71.55+3.79 63.31+4.76 75.64£3.26

7049360 | s58.93:250 | 69320227 70495360 | 73.47:413 | 64132444 75.75:3.32

O tempo médio de duracdo do desenvolvimento larval de C. megacephala no presente
trabalho foi de aproximadamente 144h, um tempo muito maior que o observado por Barros-
Cordeiro & Pujol-Luz (2010), de aproximadamente 98h para formacao da pupa. No entanto,
vale ressaltar que o presente experimento utilizou densidade de apenas 20 individuos, ou seja,
pouca agregacdo devido a baixa densidade de individuos acabou resultando no
desenvolvimento larval retardado, sendo que tal relacdo ¢ conhecida em Ecologia de
Populacdes como Efeito de Allee (BERRYMAN, 1999). Assim, essas variagdes no tempo de
desenvolvimento dos tratamentos se devem provavelmente a diferengas fisicas e nutricionais
entre os tratamentos e, a densidade de individuos utilizada (VON ZUBEN, 1995; IRELAND &
TURNER, 2006).

Na Figura 2A e Tabela 1A, pode-se visualizar o efeito das drogas no desenvolvimento
larval de C. megacephala: o tratamento com Citalopram acelerou o desenvolvimento larval e
aquele com Diazepam, retardou o desenvolvimento, quando comparado ao tratamento
Controle-Dieta, nas dosagens utilizadas. Esta diferenca pode ser explicada provavelmente
pelo efeito j4 descrito destas substancias sobre o sistema nervoso em humanos, com o
antidepressivo aumentando os impulsos neurais e o ansiolitico retardando os mesmos

(GOODMAN & GILMAN, 2003; MCELROY et.al, 2003; ROGAWSKI & LOSCHER, 2004).
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No desenvolvimento com Diazepam, ficou evidente também o comportamento dindmico
do aglomerado larval, sendo que a atividade de movimentacgao das larvas era muito menor que
aquela das larvas que se alimentavam do substrato controle. O efeito de Diazepam ja foi
estudado em dipteros, sendo que GOMES (2006) observou que este ansiolitico causou um
retardo no desenvolvimento larval de C. megacephala. Ja CARVALHO et al. (2001) observaram
que em C. albiceps e C. putoria, houve uma aceleragdo no desenvolvimento larval quando em
contato com o Diazepam, porém considerando diferentes dosagens do que no presente
trabalho.

No caso da alteracdo do fotoperiodo, o efeito da presenga/auséncia da luz alterou o
ganho de massa (Tabela 1B), comparando-se com o tratamento Dieta. A presenca de luz
durante todo o desenvolvimento larval retardou o ganho de massa de forma bastante evidente,
como pode se observar na Figura 2B e Tabela 1B, principalmente apds as 48h de
desenvolvimento, talvez por efeito da maior atividade dinamica do aglomerado larval nos
recipientes (observada durante as pesagens), € consequentemente gasto energético das larvas
quando comparado com os outros tratamentos (CD e Esc). As larvas, na auséncia de luz,
aceleraram o ganho de massa por tempo durante o intervalo de 48h a 108h em relacao a CD,
provavelmente pela menor movimentacdo das larvas durante o desenvolvimento. A presenca
de luz altera a atividade das larvas, como ja observado por (EVANS, 1936; SMITH et al., 1981;
RICHARDS et al., 1986), pois as larvas respondem a fonte de luz, sendo atraidas ou repelidas, o
que poderia responder pela diferencga observada nos tratamentos em diferentes fotoperiodos.

Pode-se observar também na Tabela 1, que a partir de 24 horas, a massa durante o
desenvolvimento larval difere significativamente nos diferentes tratamentos, sendo que cada
tratamento se diferencia do controle em termos de ganho de massa, de forma distinta nos
intervalos de tempo. Nos tratamentos que aceleraram o desenvolvimento (Citalopram e
Carne), o periodo de estabilizacdo da massa ocorreu antes dos demais, ja que em 84 horas a
média da massa nao apresentava mais diferenca significativa em relagdo a pesagens
anteriores. Ja no tratamento CD e nos tratamentos que retardaram o desenvolvimento
(Diazepam e Escuro), a média da massa comecgou a se estabilizar no minimo com 96h de
desenvolvimento. Esta estabilizagdo da massa se deve ao periodo de pré-pupa, a qual se
caracteriza pelas larvas de Ultimo instar estarem prestes a empupar, quando cessam a
alimentac¢do e se locomovem a procura de um sitio de pupagao (HINTON, 1946; FRAENKEL &
BHASKARAN, 1973; CosTA et al., 2006).

Esta alteracdo no tempo de desenvolvimento se deveu principalmente aos instares

larvais e pré-pupa, os quais podem apresentar diferengas na morfologia e fisiologia dos
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imaturos, com reflexos na duracao(tempo) do desenvolvimento do inseto (HINTON, 1946;
FRAENKEL & BHASKARAN, 1973; CosTA et al., 20006).
Na Tabela 2 a seguir, pode-se observar a duracdo dos diferentes instares larvais e

estagios de pré-pupa nos tratamentos realizados.

Tabela 2.Intervalo de tempo observado de duracdo das fases do estagio larval nos diferentes
tratamentos

Dieta oligidica .
. . . Substrato de carne bovina
Controle-Dieta Citalopram Diazepam Claro Escuro

1° instar 0-24h 0-24h 0-24h 0-24h 0-24h 0-18h
2° instar 24-48h 24-48h 24-48h 24-48h  24-48h 18-36h
3° instar 48h-96h 48h-96h 48h-96h  48h-96h  48h-96h 36-84h
Pré pupa 96-144h 96-144h 96-144h  96-144h  96-144h 84h-144h

Obs.: Ndo foi avaliado o estdgio de farado

Desta forma, a analise metabolica foi avaliada separadamente, de acordo com as fases
do desenvolvimento larval (trés instares) e pré-pupa.

Na Figura 3, € possivel visualizar a média do metabolismo ao longo de todo estagio
larval e de pré-pupa de C. megacephala, nos diferentes tratamentos.

Pode-se observar pela Figura 3B, que o metabolismo do primeiro instar do estagio larval
¢ 0 Unico que apresenta diferenca significativa em relagdo ao Controle-Dieta em quase todos
os tratamentos, exceto no tratamento Claro. No entanto, o 1° instar foi o inico periodo em que
a massa foi idéntica em todos os tratamentos (Figura 2 e Tabela 1), o que leva a pensar que o
1° instar ¢ crucial para o desenvolvimento larval, pois as respostas e padrdes de
desenvolvimento e ganho de massa podem variar posteriormente. Este estagio inicial do
desenvolvimento larval parece ter se adaptado a substratos discretos e efémeros, em que
quanto mais rapido um grupo de larvas obtiver alimento e mudar de instares, maior a chance

de sobrevivéncia, ja que os recursos vao se exaurir rapidamente.



Capitulo 2 - Metabolismo enevgético de (hrysomya megacephrala 53

>

Controle-Dieta

Controle-Came

fog,
uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu

150000 0080 19000 SIOG0  ©0M0 750000 NG00 394000 114000 ANA0M 1350000 DO0GN %0000  SLBOD  GW0R0 TG  GMG00 0060  1110M00 A0S0 1350000
Citalopram Diazepam
a2 W 30
:
7o 25
Sw =
.> = s o 15
- 0 1oy
- o s o
- s - as L o
00 ®2020%%aa00000ag0n 0000000008060006506668000603060000 ey oofoue 2es0008s L T i
150000 ;000 MOS0  SGM0 €000 75000  EAOG00 000 100 A0 MSOMO 150000 20000 NG00  SOM0 G000  TSOM0 SO0 90000 L0000 1230000 1350040
Claro Escuro
10 s
25 O 25
20 {io 20
5
1 1 {00
10 o 10 -
os %o a 0s ucn
T N (S LT T Y T T
i 9980000000000 doosocascsss scososo00n sop00 ¢  _ ~"o0000000000008c00N00a00D0AAADE 0000000000000 00000
15:00:00 27:00:00 39:00:00 51:00:00 £3:00-00 75:00:00 87:00:00 99:00-00 111:00:00 123:00:00 135:00:00 15:00:00 27:00:00 39:00:00 51:00:00 63:00:00 75:00:00 B7:00-00 99:00:00 111:00:00 123:00:00 135:00:00
1 instar 2 instar 3 instar Pré-pupa I instar 2 instar 3 instar Pré-pupa
Tempo (horas)
B 2‘25 I
2.00 + 192
.
W 175 1
- ¢
ko 150 135
] 121
5 1251 )
= 097
- 100
o
O 0.75
> o050 |
| 028
025 + 0.17 0.13 0.12 : 0.12
. 007 004 003 E 004 004 oot L 003
oco LI I - | Bl N Mhesd | i A Nl
= =l . il i 3 i =
= = = = £ = = == = = = =S = = = == = | =81
= 2| 2|3 E| 2| 2|55 8|22 |2/ 8| 2|2 |52 £ |53
& s | = Sl < (5 (52 Sl s | S = N &
LN [ ] | | L] @
Diazepam Citalopram Claro Escuro Controle-Carne

Controle - Dieta

Presenca de substancias quimicas

Alteracao de fotoperiodo

Substrato alimentar

FIGURA 3. Média com desvio padrao do metabolismo especifico ao longo das e nas diferentes fases do estagio larval
nos diferentes tratamentos. A: Média (n=5) dos dados obtidos durante todos os intervalos de tempo observados. B:
Meédia dos dados obtidos dentro dos diferentes estagios larvais durante o desenvolvimento. Os retangulos em tons de
cinza nas fases larvais indicam diferenca significativa (teste a posteriori de Bonferroni; p < 0,05) quando se avalia as
fases dentro do mesmo tratamento. Os circulos coloridos mostram diferenga significativa com controle-dieta entre as
mesmas fases larvais nos diferentes tratamentos, e a auséncia do circulo indica semelhanga (teste a posteriori de

Bonferroni; p < 0,05).

Ao analisar o efeito dos diferentes substratos alimentares (dieta e carne) sobre o

metabolismo energético nos diferentes instares, pode-se observar que eles diferem

significativamente: instares (F=1019,3; p<0.0001); tratamentos (F=253,9; p<0.0001) e

instar*tratamento (F=76,7; p<0,0001). Observou-se diferenca significativa no metabolismo

dos dois primeiros instares, quando se compara o desenvolvimento em diferentes substratos,

ou seja, a qualidade nutricional do substrato alimentar e a decomposi¢cdo da carne alteram

significativamente o metabolismo e consequentemente, o ganho de massa neste periodo

critico no desenvolvimento larval (Figuras 2 e 3). A decomposi¢ao do substrato carne bovina
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moida ¢ muito mais acelerada que a observada na dieta, o que fornece maior quantidade de
substrato que pode ser assimilado com maior facilidade pelo estagio larval de C.
megacephala.

Ao comparar o efeito das drogas com o controle dieta, nos diferentes instares, pode-se
observar que eles diferem significativamente: instares (F=785,3; p<0.0001); tratamentos
(F=10,5; p<0.0001) e instar*tratamento (F=20.4; p<0,0001). Tal diferenca significativa entre
as drogas nos diferentes intares s6 foi observada apenas no primeiro instar para as duas drogas
utilizadas, em relagcdo com o Controle-Dieta como pode-se observar na Figura 3B.

Na presenga de uma substincia quimica, o metabolismo do 1° instar foi reduzido, o que
causou um retardo no desenvolvimento larval na presenga de Diazepam, como ja observado
anteriormente na avaliagdo da massa (Figura 2A). No entanto, na presenca de Citalopram,
pode-se observar uma aceleracao no ganho de massa por tempo do desenvolvimento larval
(Figura 2); porém, o metabolismo foi menor que o observado no Controle-Dieta. Desta forma,
ambas as substincias reduziram a taxa metabolica do 1° instar larval de C. megacephala,
sendo que tal efeito poderia ser atribuido a agao da droga na fisiologia do organismo ou ainda
ao efeito inibitorio do antidepressivo e do ansiolitico utilizados, sobre o crescimento de
microrganismos (BATAI et al., 1999; NEAL et al., 2001; KRUSZEWSKA et al., 2006), os quais
auxiliam no processo de assimilacdo dos nutrientes (HOBSON, 1931, 1932) principalmente no
1° instar larval. Além disto, as larvas podem ter apresentado a mesma/ou menor atividade de
alimentacdo que do controle; no entanto, a droga parece ter agido no acumulo de reservas no
corpo do animal, o que indica a necessidade de uma avaliacdo da massa seca do individuo, a
qual nao foi realizada no presente estudo.

Ao comparar o efeito dos tratamentos com alteracao no fotoperiodo (Claro e Escuro)
com o tratamento Dieta (Fotoperiodo de 12h) nos diferentes instares, pode-se observar que
eles diferem significativamente: instares (F=689,3; p<0.0001); tratamentos (F=17.1;
p<0.0001) e instar*tratamento (F=12,5; p<0,0001). O metabolismo do tratamento Claro ¢
praticamente idéntico ao Controle-Dieta; no entanto, a presenga de luz continua agiu
retardando o ganho de massa por tempo (visto anteriormente — Figura 2), provavelmente
devido a interrupgdes alimentares que devem ter ocorrido pela atividade dindmica do
aglomerado larval, a qual foi visivelmente maior que dos outros tratamentos, pois as larvas
respondem a fonte de luz, positivamente ou negativamente, principalmente durante o
momento de dispersao larval pos-alimentar na busca de sitios de pupacao (EVANS, 1936;
SMITH et al.,, 1981; RICHARDS et al., 1986; KOCAREK, 2001). Estes mesmos autores

observaram que a intensidade luminosa é muito mais importante que as alteragdes de
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temperatura ¢ umidade no comportamento e atividade de deslocamento de espécies de
moscas-varejeiras (EVANS, 1936; SMITH et al., 1981; RICHARDS et al., 1986; KOCAREK, 2001).

J4 o tratamento Escuro apresentou um metabolismo do 1° instar menor que o observado
no controle (Figura 3), e o ganho de massa foi bem maior durante o desenvolvimento. Assim
sendo, a presenga de luz direta (Claro) ou em ciclos (Dieta) pode atuar estimulando a
atividade de deslocamento das larvas, o que acarretaria em um consumo de reservas

energéticas do individuo, reduzindo a média de massa do grupo.

Estagio de pupa

A andlise da massa das pupas nos diferentes tratamentos mostrou diferenga significativa
entre os tratamentos (F=6,95; p<0.0001), como se pode observar na Tabela 3, mas somente
controle-carne foi diferente de controle-dieta.

As pupas formadas em carne apresentaram maior massa que a obtida no controle, como
também foi observado anteriormente no estagio larval. Em relacdo aos tratamentos (drogas e
fotoperiodo), a massa das pupas ndo foi significativamente diferente, sendo que apenas a
massa do Escuro foi significativamente maior que a massa do Claro (p=0,0361) (Tabela 3).
Apesar das larvas se desenvolverem aparentemente de formas distintas nos diferentes
tratamentos, o peso médio da pré-pupa tendeu a ser parecido nas Ultimas horas antes da
empupacao (Figura 2 e Tabela 1).

Na Figura 4, pode-se observar também a média do metabolismo especifico ao longo do

intervalo de tempo do estagio de pupa, nos diferentes tratamentos.
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FIGURA 4. A: Média do metabolismo especifico (n=5) ao longo do periodo de pupa nos diferentes tratamentos,
além da média de emergéncia do primeiro adulto (n=25). B: Média com erro padrao do metabolismo especifico do
periodo de pupa nos diferentes tratamentos. A presenga de circulos verdes mostram os metabolismos iguais
comparando-se ao controle-dieta, e auséncia mostra diferenga significativa (teste a posteriori de Bonferroni; p <
0,05).

TABELA 3. Média e erro padrdo da massa da pupa nos diferentes tratamentos (n=25)
Controle-Dieta | Citalopram Diazepam Claro Escuro Controle-Carne

47.84+0,001 |48.86i0,001 43.9+0,001  43.74+0,003  54.86+0,002 59.02+0,001*

*mostra diferenca significativa em relacdo ao controle (p<0,05)

Todos os experimentos apresentaram diferengas significativas no metabolismo
especifico em relacdo aos tratamentos: Substrato alimentar (F=13,71; p<0,0001); Drogas
(F=24,05; p<0,0001); Fotoperiodo (F=17,87; p<0,0001).

Em relagdo ao substrato alimentar, pode-se observar um maior metabolismo especifico
do tratamento Carne em relagdo ao controle-dieta (F=13,71; p<0,0001), sendo que a massa
das pupas que se desenvolveram em carne também foi maior do que a massa do controle-dieta
(Tabela 3). O aumento do metabolismo observado na carne pode estar relacionado ao tempo

de duracdo deste estdgio neste tratamento. Quanto mais curto o periodo de pupa, mais
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acelerado foi o metabolismo durante sua metamorfose; assim, em aproximadamente 48h apds
a formagao da pupa, ja eram observados adultos do Controle-Carne emergindo, sendo que os
adultos do controle-dieta comegaram a emergir aproximadamente apds 60h (Figura 4A).

No caso da presenga de drogas, ndo foi observada diferenca significativa entre o
metabolismo de Citalopram e Controle, porém Diazepam apresentou um maior metabolismo
comparado com Controle, sendo que os primeiros individuos também emergiram antes do
controle-dieta, em aproximadamente 36h (Figura 4A).

Em relacdo ao fotoperiodo, os individuos do Claro apresentaram maior metabolismo que
o controle-dieta (Figura 4B); no entanto, o tempo de emergéncia (62h) foi bastante parecido

ao do controle-dieta (60h) (Figura 4A).

Estagio adulto

Em relagdo a massa, ndo se observou diferenca em relacdo ao sexo, no estagio adulto
(F=1,99; p<0,16), porém podem-se observar algumas diferencas significativas para: idade
(F=37,97; p<0,0001); tratamento (F=7,72; p<0,0001); e na interacdo idade*tratamento
(F=193,3; p<0.0001). Na Figura 5 e 6, pode-se observar a variacdo na mediana e a
distribuigdo da amostragem da massa obtida nos adultos, para os diferentes tratamentos e

1dades.

Porcentagem de Mortalidade (n=3, 255 e 25T
7 dias 15dias 30dias

E . Escuro 120 387 813
Controle-Carne 5.3 21.3 61.3

i Controle-Dieta 107 187 61.3
Citalopram 6.7 187 467

] Diazepam 187 267 707

{ T 1 9 Claro 93 213 800

A Ii] T
. l
Controle-Dieta 147 293 867
| | Citalopram 67 227 760
Diazepam 133 240 427
0,

I25'75A’ Claro 107 160 333
®Mediana Escuro 93 387 653
Controle_Dieta Citalopram Diazepam Claro Escuro Controle-Carne Controle-Carne  10.7 307 64.0

Presenca de susbtaneias quimicas Alteracdo do fotoperiodo Substrato alimentar

Figura5. Box-plot da massa individual dos adultos nos diferentes tratamentos e idade, além da tabela de
porcentagem de mortalidade nos diferentes tratamentos e idade. B: Grafico do metabolismo especifico de
repouso e o escopo metabodlico ao longo dos diferentes tratamentos, idade e sexo. A presenga de circulo colorido
na barra de metabolismo de repouso ou escopo metabdlico significa diferenga significativa ao controle-dieta na
comparagdo a mesma idade observada. As barras coloridas abaixo do eixo x significa diferenca ou igualdade
estatistica nos dados metabolicos entre as idades dentro do mesmo tratamento.
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Ao analisar a influéncia de substratos alimentares, pode-se observar que o metabolismo
especifico de repouso mostrou diferenga significativa nos tratamentos (F=5,82; p<0,05); idade
(F=6,03; p<0,001); tratamento*idade(F=9,24; p<0,0001). O escopo metabolico também foi distinto
entre os tratamentos (F=7,01; p<0,01); idade (F=42,93; p<0,0001); tratamento*sexo (F=9,85; p<0,01);
tratamento*sexo*idade (F=4,48; p<0,01).

A presenca de drogas durante o desenvolvimento larval causou alteragdes significativas no
metabolismo dos adultos que emergiram, em relacdo ao metabolismo especifico de repouso:
tratamentos (F=10,56; p<0,0001); sexo (F=10,99; p<0,001); idade (F=12,49; p<0,0001);
tratamento*sexo (F=13,45; p<0,0001); tratamento*idade (F=17,94; p<0,0001); sexo*idade (F=9,56;
p<0,0001); tratamento*sexo*idade (F=18,54; p<0,0001). A analise do escopo metabolico mostrou
diferenga significativa: sexo (F=8,35; p<0,01); idade (F=19,81; p<0,0001); tratamento*sexo (F=8,42;
p<0,001); tratamento*idade (F=15,25; p<0,0001); sexo*idade (F=10,77; p<0,0001).

Nos experimentos com alteracdo de fotoperiodo, pode-se observar variagdo significativa no
metabolismo de repouso em: tratamento (F=16,55; p<0,0001); sexo (F=4,03; p<0,05); idade (F=14,91;
p<0,0001); tratamento*idade (F=15,22; p<0,0001); sexo*idade (F=2,84; p<0,05). Ja4 quando se avalia
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0 escopo metabolico, pode-se observar diferenca entre: tratamento (F=7,84; p<0,001); sexo (F=4,34;
p<0,05); idade (F=62,45; p<0,0001); tratamento*idade (F=16,12; p<0,0001);

Desta forma, pode-se constatar que em todos os experimentos (substrato alimentar, presenca
de drogas e fotoperiodo) o metabolismo especifico de repouso e escopo metabdlico sofreram
influéncia do tratamento e da idade dos adultos. Ou seja, dependendo da idade do adulto resultante do
tratamento utilizado, podem-se observar diferengas significativas em relagdo ao controle-dieta (Figura
5¢6).

Na Figura 7, podem-se visualizar diferencas e a variabilidade da amostragem nos diferentes

tratamentos, por meio da mediana, percentil e valores minimos € maximos.
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Figura 7. BoxPlot do metabolismo especifico e escopo metabolico nos diferentes tratamentos e durante
diferentes idades de adultos de C. megacephala.
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Os adultos machos com idade de 15 dias apresentaram um escopo metabolico
geralmente maior que o observado nos outros dias nos diferentes tratamentos, podendo este
fato provavelmente estar relacionado ao ciclo de vida e maturagdo da espécie. Apenas no
tratamento Diazepam, o escopo metabolico em 15 dias ndo foi maior que o das outras idades
(Figura 7), provavelmente devido a um efeito da droga. A fémea leva em torno de 7-10 dias
para o desenvolvimento ovariano e inicio do comportamento de oviposi¢do, como observado
por LINHARES (1988) e LINHARES & AVANCINI (1989). No entanto, em fémeas, ndo foi
observado tal padrao do escopo metabolico, talvez pela auséncia de desenvolvimento do ciclo
gonotréfico, devido a ndo estimulagdo por fontes proteicas exdgenas (nao foi oferecido figado
bovino durante a manuten¢ao dos adultos).

A presenga das drogas alterou principalmente o valor de metabolismo e escopo
metabolico dos adultos com 30 dias, provavelmente pelo efeito da droga no corpo dos imagos,
o que afetou a sua sobrevivéncia (Figura 5), tendo em vista que a porcentagem de mortalidade
foi muito maior nos tratamentos com presenga de drogas. O custo metabdlico na manutencao
do individuo tendeu a ser maior do que o observado no controle-dieta, principalmente nas
fémeas de 30 dias (Figuras 6 ¢ 7).

A influéncia do fotoperiodo também agiu sobre o metabolismo de repouso de 30 dias,
principalmente sobre os individuos do tratamento Claro, que apresentaram maior mortalidade
que os individuos de controle e escuro. No caso do tratamento Escuro, foram observadas
alteragdes no metabolismo de atividade, talvez pela ndo estimulacdo da fonte luminosa
(Figuras 6 e 7). J& o metabolismo de repouso, do escuro de 15 dias, foi também
significativamente diferente do observado no controle-dieta, talvez pela alteragdo de
atividade, na qual os individuos sem um sincronismo de claro e escuro teriam ficado ativos de

forma alterada, ou seja, alterando seu ritmo circadiano.
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Perfil geral do metabolismo de C.megacephala
Na Figura 8, pode-se observar a variagdo do metabolismo especifico, absoluto e da
massa, ao longo de toda a vida de C. megacephala, tratada com carne moida durante seu

estagio larval.
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Figura 8. Variagdo do metabolismo especifico, absoluto e massa ao longo do ciclo completo de
desenvolvimento de C. megacephala.

A média do metabolismo especifico apenas no estigio de ovo foi de 0,08uL.mg".s™,
havendo um acréscimo de 2.325% no estagio seguinte de larva de 1° instar (l,94pL.mg'1.S'1).
A larva de 2° instar reduziu a 26,7% (0,52uL.mg".s™") do metabolismo especifico do instar
anterior. J4 a larva de 32 instar reduziu a 22,1% (0,11pL.mg™".s™) do metabolismo especifico
do estagio de 2° instar. A pré-pupa apresentou o menor gasto energético de todas as fases do

desenvolvimento, reduzindo a 26,4% (0,03uL.mg™".s™") do metabolismo observado na larva de
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3° instar. O estagio de pupa apresentou aumento de 300% do metabolismo observado no
estagio anterior, € o adulto, um aumento de 110% do metabolismo especifico médio em
relagdo ao intervalo de estdgio de pupa. Esse grande aumento nas taxas de metabolismo
poderia ser resultado de associac@o entre vias metabdlicas presentes nos diferentes estagios,
além da presenga de microrganismos que auxiliariam na decomposi¢ao do substrato
alimentar, o que consequentemente aumentaria o consumo de forma tdo extrema como o
observado no 1° instar larval. A presenga de bactérias ¢ fundamental para a alimentagéo larval
em moscas varejeiras, pois as larvas necessitam de alimentos liquefeitos para a captura e
assimilagdo durante a nutri¢do, pois seu aparato bucal ndo apresenta dentes que permitam a
alimentac¢do a partir de substratos s6lidos (HOBSON, 1931). Hobson (1932) também observou
que o desenvolvimento de Lucilia sericata era retardado quando se esterilizava ovos, larvas e
o substrato alimentar.

A nutrigdo larval de moscas-varejeiras foi estudada inicialmente por HOBSON (1932) e
MACKERRAS & FRENEY (1933), que detectaram a importancia de microrganismos como
fatores promotores de crescimento no substrato de alimentagdo larval, que podem ser trazidos
pelos proprios adultos ao visitar este substrato, pois os adultos de C. megacephala podem
carregar mais de 40 espécies distintas de bactérias sobre seu corpo, como observado por

Sukontason et al. (2007).

O periodo de estagio larval ¢ o intervalo mais importante na vida de um inseto
holometabolo, porque é o estdgio em que o mesmo ¢ submetido a altos niveis de competi¢ao
por alimento, o qual ¢ considerado como discreto espacialmente e efémero. E caso ndo atinja
0 peso minimo de empupacao, o individuo acaba morrendo e ndo completando seu ciclo de
vida. Consequentemente, a larva de primeiro instar necessita crescer ¢ desenvolver o mais
rapido possivel, no meio de um aglomerado que normalmente pode conter milhares de
individuos competindo por alimento. Caso o individuo consiga ganhar massa e desenvolver
mais rapidamente, isso acarretard em beneficios para a sua sobrevivéncia; desta forma, era de
se esperar um grande metabolismo no estagio larval, o que pode ser confirmado observando a
Figura 7, e as informagdes anteriormente descritas.

O estagio de pré-pupa apresentou neste caso 0 menor gasto energético entre todos os
estagios imaturos, isto porque neste momento o inseto para de se alimentar e comeca a
procurar por um sitio para pupa¢ao, no qual permanece imoével até a emergéncia do adulto. O
periodo de pupa, o qual se caracteriza por processos de metamorfose do inseto, apresentou um

metabolismo especifico médio menor que o observado nos adultos. Porém, ¢ importante
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ressaltar que na fase final do periodo de pupa, o consumo energético foi maior que o
observado no adulto, momento no qual o inseto apresenta uma grande atividade devido a
necessidade de deixar o pupario.

No Apéndice 1, pode-se avaliar e observar as alteragdes no metabolismo especifico,
absoluto e massa ao longo de todo o desenvolvimento de C. megacephala nos diferentes

tratamentos realizados neste trabalho, assim como demonstrado pela Figura 8.

CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo mostraram que os tratamentos causaram alteragdes
distintas no metabolismo energético das diferentes fases da vida de C. megacephala.
Diazepam e o tratamento Claro retardaram o ganho de massa por tempo, quando comparados
com o Controle-Dieta. J4 o Controle-Carne, Citalopram e Escuro aceleraram o ganho de
massa por tempo. No entanto, as taxas metabodlicas sofreram alteragdes distintas em cada fase
da vida dessas moscas. Podem-se observar alteracdes em relagdo ao metabolismo energético
nos diferentes tratamentos, principalmente na fase de 1° instar do estagio larval, fase na qual o
individuo possui maior consumo de O, de todas as fases de seu ciclo de vida; no entanto, sao
necessarios mais experimentos no futuro, avaliando a presenga de outras vias metabdlicas
associadas a este grande aumento na taxa de metabolismo observada.

Na fase de pupa, podem-se observar alteracdes em relagdo aos tratamentos, sendo que
os individuos que emergiram antes (Diazepam e Controle-Carne) apresentaram um
metabolismo maior que os do Controle-Dieta. A incidéncia da luz (Claro) também aumentou
o metabolismo especifico na fase de pupa; no entanto, o tempo de emergéncia foi
praticamente idéntico ao tratamento Dieta. Talvez a presenca de luz atue na fotdlise de
alguma substancia, alterando algum processo quimico que poderia acarretar um aumento do
metabolismo observado.

Ja no metabolismo observado nos adultos, pode-se observar um aumento no escopo
metabdlico em torno do 15° dia de vida, além do que algumas diferengas no metabolismo de
repouso e de atividade foram observadas quando se compara os tratamentos. O tratamento
escuro foi o que mais apresentou resultados distintos quando comparado com os outros
tratamentos, tanto no metabolismo de repouso quanto no escopo metabolico, no qual havia
presenca de luz.

No entanto, sdo necessarios mais estudos visando avaliar os efeitos das substincias

quimicas, do fotoperiodo e do substrato alimentar no metabolismo, nas células e a nivel
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molecular, ao longo das diferentes fases do desenvolvimento, para uma melhor compreensao

dos efeitos gerados no desenvolvimento durante o ciclo de vida de um inseto.
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CAPITULO 3
PERFIL DA TEMPERATURA CORPOREA E TERMORREGULACAO DE CHRYSOMYA MEGACEPHALA (F.)

(DIPTERA: CALLIPHORIDAE).
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RESUMO

As reagdes e processos bioquimicos sofrem grande influéncia da temperatura, e dessa forma,
diversos animais gastam tempo e energia procurando regular a temperatura corporea,
mantendo-a dentro de limites, os quais podem fornecer maior eficiéncia em processos
fisiologicos, permitindo a sobrevivéncia da espécie. A alteragdo na temperatura corporea de
um animal ocorre por diversos motivos, e o principal ¢ o calor produzido durante a conversao
de energia em alguns processos dentro do corpo do animal, como por exemplo, durante os
processos de digestdo, desenvolvimento ontogenético ou atividade fisica de um animal.
Dentre os animais, os insetos tendem a manter a temperatura corpdrea bastante proxima ao do
ambiente, reduzindo custos metabolicos, porém limitando sua faixa de temperatura em que se
mostram ativos no ambiente. No entanto, poucos estudos procuraram avaliar como alguns
insetos, dentre eles dipteros, podem regular a temperatura corpérea frente a alteragcdes do
ambiente e durante seus diferentes estagios do desenvolvimento holometabolo. Assim, este
trabalho procurou avaliar o perfil térmico e processos de termorregulagdo em Chrysomya
megacephala (Diptera: Calliphoridae) nos diferentes estagios de seu ciclo de vida e em
diferentes tratamentos e temperaturas. A aplicagdo de diferentes metodologias para a
avaliacdo do perfil térmico nesta espécie foi motivada pela importdncia que a mesma
apresenta na ciéncia forense e do ponto de vista médico-sanitdrio. Foram constatadas
alteragdes na temperatura do agregado larval em diferentes substratos alimentares, na
presenca de drogas e na alteragdo do fotoperiodo. Os adultos originados nos diferentes
tratamentos apresentaram alteracdes no periodo de atividade e na temperatura de diferentes
por¢des do corpo. Quando foram analisados os individuos aclimatados em diferentes
temperaturas, pode-se constatar que a maior atividade ocorre entre 20 e 30 °C, sendo que
abaixo e acima desses valores, poucos foram os individuos ativos, tendo em vista a forte
influéncia da temperatura. Além destes fatos, foi possivel observar e descrever um
interessante comportamento de termorregulacdo quando a temperatura do ambiente
aumentava, ou logo apds a auséncia de luz no ambiente, sendo que este comportamento foi
denominado de arrefecimento por salivagdo, no qual os individuos exteriorizavam uma gota
de saliva, mantendo-a no aparato bucal e durante a evaporagao desta gota, ocorria uma grande
queda na temperatura, e apds sua reingestdo, as temperaturas das por¢des do corpo diminuiam

consideravelmente.

Palavras chave: Moscas-varejeiras, perfil térmico, termorregulacdo, termografia, forense.
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INTRODUCAO

O meio ambiente apresenta flutuagdes sazonais de diversos fatores abidticos, os quais
influenciam todos os seres vivos e sdo derivados de aspectos fisicos, quimicos ou fisico-
quimicos do proprio meio, tais como a luz, a temperatura, correntes de conveccao, pH, entre
outros (CHAPMAN, 1998; RANDALL et al., 2000). Dentre estas variaveis, a temperatura tem
grande importancia, pois as reagdes e processos bioquimicos sofrem grande influéncia da
mesma, ¢ desta forma, diversos animais gastam tempo e energia procurando regular a
temperatura corpdérea, mantendo-a dentro de limites, os quais podem fornecer maior eficiéncia
em processos fisioldgicos, permitindo a sobrevivéncia da espécie (CHAPMAN, 1998; RANDALL
etal., 2000).

Assim, quando a temperatura do corpo ¢ elevada acima de determinados niveis, devido
ao aumento da carga de calor, seja a partir da exposi¢cdo a um ambiente quente ou a partir de
um incremento na producdo de calor metabodlico, os animais exibem mecanismos para
melhorar a dissipagao deste calor e, portanto, promover a diminuigdo na temperatura corporea
(T°corp). Por exemplo, sob estresse térmico, alguns animais podem aumentar o fluxo
sanguineo em 4reas nuas do corpo, que podem entdo agir como janelas térmicas para
dissipagdo de calor. As orelhas de elefante, a cauda do rato, a barriga dos cdes e o bico do
tucano sdo alguns exemplos de tais janelas térmicas (PHILLIPS & HEATH, 1992; RANDALL et
al., 2000; OWENS et al., 2002; TATTERSALL et al. 2009). Outros mecanismos também podem
ser utilizados para o controle da temperatura, como a evaporagdo da d4gua em contato com o

corpo do animal (CHAPMAN, 1998; RANDALL et al., 2000).

Para os insetos, nenhuma outra varidvel ambiental ¢ mais importante que a
temperatura (HEINRICH, 1993), que pode agir alterando a atividade de um individuo ou
aumentando em mais de 10 °C a temperatura corpérea em apenas alguns segundos, como
pode ser observado durante a atividade de voo de moscas (BARTHOLOMEW & LIGHTON, 1986;
CHAPPELL & MORGAN, 1987; MORGAN & HEINRICH, 1987). Desta forma, a influéncia da
temperatura sobre os insetos ¢ muito mais rigorosa e efetiva que a observada em qualquer

outro animal (HEINRICH, 1974, 1993).

Assim, o estudo do controle da temperatura nos insetos se torna bastante interessante,
pois esses artropodes tiveram que desenvolver mecanismos de adaptagdo térmica e de
termorregulacdo para a sobrevivéncia durante as variagdes sazonais de temperatura do
ambiente (T°;mp) € durante as subitas variagdes na temperatura corporea (T cop) quando

entram em atividade (HEINRICH, 1993). No entanto, a grande maioria dos insetos possui
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massa corpérea menor que 5S00mg, ou seja, a razao superficie/volume corporeo ¢ bem maior
que a maioria dos outros animais, € consequentemente, esses insetos possuem dificuldade de
manter a temperatura corpdrea diferente da temperatura do ambiente, pois sofrem grandes e

rapidas trocas de calor com o ambiente (HEINRICH, 1993; CHAPMAN, 1998).

Dentre os insetos, a ordem Diptera apresenta uma grande diversidade de familias e
espécies distribuidas por diversas regides do globo terrestre, proporcionando como
caracteristica uma grande variedade ecologica, de formatos/tamanhos corpdreos e
especializagdes nos diferentes ambientes em que estdo presentes. Os dipteros em geral
despertam grande interesse nos estudos cientificos devido ao grande numero de espécies
descritas, facil manutencdo sob condig¢des experimentais, rapida producao de grande numero
de descendentes, importancia agricola por atuarem como agentes polinizadores (ANDERSON et
al., 1982; SULAIMAN et al., 1988, 1989), ou pelo fato de causarem danos econémicos a
agricultura, e interesse como vetores de doengas tendo, desta forma, importancia médico-
veterinaria (GUIMARAES et al., 1978; PESSOA & MARTINS, 1988; CATTS & GOFF, 1992;

MARCONDES, 2001; STONEHOUSE et al., 2004).

Desta forma, diversos estudos ja foram realizados avaliando processos de
termorregulagdo e de adaptagdes térmicas, utilizando-se dipteros. Dentre eles, as espécies
mais estudadas sdo as moscas-de-fruta do género Drosophila. Com esse drosofilideo, ja foram
realizados inumeros trabalhos observando os efeitos da T°.. sobre o envelhecimento
(MAYNARD-SMITH, 1963), longevidade (HOSGOOD & PARSONS, 1968; MURPHY et al., 1983),
estratégias bioquimicas na adaptagcdo térmica (MORRISON & MILKMAN, 1978; ALAHIOTUS,
1983; CzAJKA & LEE,1990), produg¢ao de ovos (CLAVEL &CLAVEL, 1969), acasalamento

(SCHNEBEL & GROSSFIELD, 1984), e distribui¢ao ecologica (PARSONS, 1978; KIMURA, 1988).

Alguns mecanismos de adaptagdo térmica e termorregulagdo ja foram descritos para
varias espécies de insetos (HEINRICH, 1993), e no caso das moscas, destacam-se mecanismos
como: a utilizagdo de correntes de convecgao proximas ao torax reduzindo a temperatura
desta regido do corpo durante o voo (HEINRICH, 1993); adaptacdes ao frio, como a presenga
de glicerol e outras substancias na hemolinfa, dificultando o congelamento (LITTELWOOD,
1966; KEVAN, 1972; BYERS, 1983; KOHSHIMA, 1984;); alteracdes anatomicas na disposicao de
vasos de hemolinfa, facilitando o resfriamento e condu¢ao do calor (MORGAN et al., 1985);
alteragdo na abertura e fechamento de espirdculos quando a T°amb aumenta ou diminui,

respectivamente, facilitando o resfriamento ou manutengdo da T°corp (EDNEY & BARRAS,
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1962). A termorregulagao dos insetos propiciou a conquista de diversos ambientes (como
desertos, florestas tropicais, regido Artica).

Este comportamento de termorregulacdo tem sido objeto de investigacdo hd muitos
anos (HEINRICH, 1993). Além de fatores endogenos, outros fatores influenciam a
termorregulacdo, tais como o tamanho corpodreo, a pilosidade, a cor, tipo de nidificagdo,
utilizacdo de evaporacao da agua sobre o corpo, entre outros. Em insetos, o aumento
endotérmico da temperatura corpérea acima da temperatura ambiente ¢ produzido pelos
musculos toracicos de voo (HEINRICH, 1980a, 1993; ROBERTS & HARRISON, 1998). A
termogénese em insetos, obtida fisiologicamente, ocorre durante diversos tipos de atividades,
como voo, deslocamento, canto, aquecimento pré-voo, defesa contra predadores, incubagao da
cria, forrageamento, entre outras (HEINRICH, 1981).

Dentre os dipteros, alguns representantes da familia Calliphoridae, a qual apresenta uma
distribuicdo mundial, também sdo muito utilizados como animais modelo em diversos
estudos. Nessa familia, as moscas-varejeiras do género Chrysomya tém grande importancia
médico-sanitaria por serem veiculadoras de enteropatogenos tais como virus, bactérias e
helmintos (FURLANETTO et al. 1984), podendo causar miiases nos animais ¢ em humanos
(ZumpT, 1965; GUIMARAES et al., 1983), além de serem de fundamental importancia em
entomologia forense por serem indicadoras de tempo de decomposi¢do de cadaveres humanos
(WELLS & GREENBERG, 1992; VON ZUBEN et al., 1996; GOMES et al., 2003).

As moscas-varejeiras da familia Calliphoridae utilizam em ambientes naturais,
substratos discretos ¢ efémeros para a alimentacdo de imaturos e adultos e postura de ovos
pelas fémeas, como por exemplo, carcagas e fezes (ATKINSON & SHORROCKS, 1981;
BAUMGARTNER & GREENBERG, 1984, GUIMARAES et al., 1983), locais em que geralmente
estdo entre as primeiras espécies a chegar e onde enfrentam niveis severos de competi¢do por

alimento (ATKINSON & SHORROCKS, 1981).

Nas moscas-varejeiras, o estagio larval ¢ o principal periodo em que ocorre competicao
por recursos alimentares limitados, e esta competicao ¢ considerada do tipo exploratoria na
maioria das espécies (GOODBROD & GOFF, 1990; REIS et al., 1994; 1996). Neste caso, a
competicdo caracteriza-se pelo fato de cada larva procurar independentemente ingerir o
maximo de alimento, no menor intervalo de tempo possivel, antes da completa exaustao dos

recursos alimentares (DE JONG, 1976; LOMINICK, 1988; VON ZUBEN et al., 2000).

Chrysomya megacephala ¢ encontrada em diversas regides do mundo, principalmente

no Oriente e na regido da Australdsia, podendo ser encontrada no Japao e também na regiao
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Paleartica (RICHARD & SHEARER, 1997). Desde os anos 1970, a ocorréncia de C. megacephala
estendeu-se a diferentes areas do mundo, tendo a espécie invadindo novos territdrios da Nova
Zelandia e Africa (WILLIAMS & VILLET, 2006), juntamente com a América do Sul, Central e

do Norte ( IMBIRIBA et al., 1977; GUIMARAES et at., 1978), provavelmente por meio de navios.

Esta espécie de califorideo ¢ um inseto com desenvolvimento holometabolo,
apresentando quatro estagios de desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adulto (TRIPLEHORN &
JOHNSON, 2011). O tempo de vida varia em torno de um més a dois meses, desde o estagio de

ovo até o adulto (GABRE et al., 2005; BARROS-CORDEIRO & PuJOL-Luz, 2010).

O desenvolvimento larval pode ser afetado por varios fatores como densidade larval,
temperatura e quantidade de alimento disponivel, e por este motivo, a investigagdo detalhada
deste desenvolvimento ¢ de fundamental importancia para a entomologia forense, ja que a
estimativa do Intervalo-P6s-Morte (IPM) ¢ geralmente baseada na idade das larvas ou pupas
mais velhas encontradas no ou nas circunvizinhancas do cadaver (SMITH, 1986; OLIVEIRA-
CosTA, 2003). O desenvolvimento larval pode ser acelerado e a fecundidade aumentada por
uma elevagdo de temperatura, ou seja, regioes mais quentes e imidas tendem a favorecem o
desenvolvimento das moscas-varejeiras ¢ sua abundancia (MILWARD-DE-AZEVEDO et al.

1996; VELEZ & WOLFF, 2008).

Varios estudos ja foram feitos sobre o efeito da temperatura no desenvolvimento larval
de moscas-varejeiras, como por exemplo, os de WILLIAMS & RICHARDSON (1984), HANSKI
(1987), WALL et al. (1992), MILWARD-DE-AZEVEDO et al. (1996), GRASSBERGER & REITER
(2002) e CLARK et al. (2006). Estes dados sdo muito importantes como referéncia para
entomologistas forenses, j& que os mesmos vao comparar o peso/tamanho das larvas
encontradas no local do cadaver, com dados de desenvolvimento obtidos sob condi¢des
experimentais, para tentar inferir o IPM. Para tanto, ¢ necessario obter-se os valores de
temperatura na estagdo meteorologica mais proxima, dos dias que antecederam a descoberta
do cadaver, para, a partir de uma temperatura média destes dias, calcular quanto tempo, nestas
condi¢des, as larvas/pupas das moscas-varejeiras levaram para atingir o massa/tamanho
observado, quando foram coletadas. E importante ressaltar que a temperatura do agregado
tende a ser diferente daquela do ambiente, chegando a apresentar diferencas superiores a 10°C
dependendo da T,y (SLONE & GRUNER, 2007; GOMES et al., 2008,). Além disto, Richards et
al. (2008) observou em diversas espécies de moscas varejeiras a temperatura de preferéncia e
sobrevivéncia nos diferentes estagios de vida dos dipteros, observando certa associagao

filogenética entre o clima de origem da espécie e a temperatura preferencial durante seu
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desenvolvimento. No entanto, poucos trabalhos procuraram descrever e quantificar a
producao de calor e os feitos da temperatura na termorregulacao nos diferentes fases da vida

de um diptero.

Assim, esse trabalho teve como objetivo avaliar o perfil térmico, adaptagdes térmicas e
processos de termorregulagdo nas diferentes fases da vida de C. megacephala em distintos

cenarios, visando dois tipos de enfoque: na biologia da espécie e em sua importancia forense.

Objetivos

O objetivo deste trabalho foi procurar dar contribuicdo a um melhor conhecimento de
alguns processos fisioldgicos envolvendo a adaptagdo térmica e termorregulacdo de C.
megacephala, estudo que pode auxiliar na compreensdo da biologia e comportamento da
espécie, podendo fornecer embasamento para outros estudos envolvendo a mesma.

As analises do perfil térmico e de aspectos da termorregulacdo foram realizadas,
considerando as diferentes fases de desenvolvimento desse diptero, observando-se alteracdes
da temperatura no ambiente em que um individuo estd presente, no conjunto de individuos e
em porc¢oes do corpo dos individuos, considerando diferentes tratamentos. Esta investigagdo
foi fundamental para se descrever:

- o perfil térmico nas diferentes fases ontogenéticas do desenvolvimento de C.
megacephala nas diferentes fases e nos diferentes tratamentos;

e predizer:

- se as larvas durante o desenvolvimento sob influéncia dos diferentes tratamentos
(fotoperiodo, substrato alimentar, substéncias quimicas) poderiam apresentar um perfil
térmico do agregado diferente, podendo isto estar relacionado com o metabolismo, uma vez
que a taxa de conversdo e utilizagdo da energia durante os processos fisiologicos geraria
dissipacao de calor;

- se existe a presenca de processos termorregulatérios nas diferentes fases e nos
diferentes tratamentos, além dos ja descritos na literatura;

- se aspectos do perfil térmico e processos de termorregulagdo existentes no estagio de
larva e de adulto se diferenciam nos diferentes tratamentos;

E também para:

- avaliar como os adultos poderiam termorregular, tendo em vista a grande produgdo de

calor quando os mesmos estdo em atividade de voo, comparando esta atividade e o repouso
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em diferentes tratamentos (temperatura ambiente, fotoperiodo e alteragcdes no
desenvolvimento, devido a influéncia de substancias quimicas durante a fase larval);

- avaliar também alteragdes no perfil térmico e termorregulacdo ao longo do dia nos
diferentes tratamentos;

- comparar também se estes aspectos do perfil térmico em laboratério sdo parecidos aos

observados em ambiente natural;

MATERIAL E METODOS

Coleta e manutencao dos espécimes sob condicdes experimentais

Exemplares adultos de C. megacephala foram coletados no Instituto de Biociéncias da
UNESP, em Rio Claro, SP. Foi utilizada como isca, matéria organica de origem animal em
decomposicdo, ¢ os exemplares coletados foram mantidos em gaiolas teladas em sala
climatizada a 27+1 °C), umidade relativa (UR) de 60 + 10% e fotoperiodo de 12hs.

A alimentacdo oferecida aos adultos foi de agucar, agua e figado bovino, sendo este
ultimo destinado para o fornecimento proteico necessario para o desenvolvimento ovariano
das fémeas adultas (LINHARES, 1988). Carne bovina moida foi usada como substrato para
oviposi¢cdo das fémeas gravidas (parentais); os ovos obtidos foram utilizados para producao
da geracdo F;. Somente a geracao F, foi utilizada nos experimentos, por ser progénie de uma
que teve todo o seu desenvolvimento sob condi¢des experimentais.

Como substratos alimentares para desenvolvimento larval, nas diferentes metodologias e
tratamentos, foram utilizados: meio artificial a base de leite em pod, agar, levedura de cerveja,
nipagin e caseina, preparado de acordo com LEAL et al. (1982) e carne moida bovina,
objetivando uma comparacdo com os resultados obtidos na dieta oligidica. Em alguns
tratamentos, houve a adicdo de substancias quimicas de importancia forense: ansiolitico
[Diazepam] e antidepressivo [Citalopram].

No caso do ansiolitico (Diazepam), foi adicionada na dieta artificial a DL50
(intravenosa) de coelho, ou seja, 9 mg/Kg [73,6mg de Diazepam em 125g de dieta] (NIOSH, 2004), e
no caso do antidepressivo Citalopram, foi utilizada a dose de 18mg/kg [8,3mg de Diazepam em 125g
de dieta], observada em overdoses com humanos (WORM et al., 1998; JONASSON & SALDEEN,
2002;). Sendo assim, foi utilizada apenas uma dosagem de cada uma das drogas na dieta
artificial, sendo que ao controle nao foi adicionado nada a mais do que o presente na dieta de

LeEAL et al. (1982).
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Os ovos de C. megacephala foram depositados pelas fémeas (F;) em macerado de carne
moida, sendo que imediatamente apds a postura, os mesmos foram separados e mantidos em
BOD (temperatura de 27+1 °C e fotoperiodo de 12 h) até a eclosdo das larvas, para a
formacao das densidades larvais nos diferentes tratamentos e avaliacdo da temperatura nas

diferentes fases da vida da espécie.

Avaliacao do perfil de temperatura corpérea e termorregulacéo
O estudo da temperatura/termorregulacdo foi realizado por meio da utilizacdo de

sensores de aquisicio de temperatura Tidbit/Onset” e cdmera com visor infravermelho (Flir

SC-640).

A metodologia também variou de acordo com o estagio do desenvolvimento; neste caso,

avaliaram-se apenas os estagios larval e adulto, em diferentes tratamentos.

Larva: periodo de desenvolvimento larval.

Sensores de aquisicdo de temperatura Tidbit/Onset®

Apos a eclosdo a partir das massas de ovos, as larvas foram separadas em densidades
de 300 por pote (250 mL) [300 larvas em 125 gramas de dieta — 0,42g/larva], tendo sido
colocado um Tidbit/Onset® no centro da massa de substrato alimentar, capturando dados a
cada 1 minuto. Foram realizados pelo menos duas repeticdes para cada um dos oito
tratamentos. Todo o experimento foi realizado em BOD (temperatura de 27+1 °C, umidade
relativa 60+10%).

Tratamentos realizados:

1.Controle-Dieta—0 larvas + 125g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo de 12 horas.

2.Dieta/larvas — 300 larvas + 125¢g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo de 12 horas.

3..Dizepam/larvas— 300 larvas + 125g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) + 73,6mg diazepam - fotoperiodo de 12 horas.
4.Citalopram/larvas— 300 larvas + 125g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) + 8,3mg citalopram- fotoperiodo de 12 horas.
5.Claro/larvas— 300 larvas + 125g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo de 24 horas.

6.Escuro/larvas— 300 larvas + 125g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo de 0 horas.

7.Carne/larvas — 300 larvas + 125g carne moida bovina - fotoperiodo de 12 horas

8.Controle-Carne — 0 larvas + 125¢g carne moida bovina - fotoperiodo de 12 horas

Apbés a coleta dos dados de temperatura do conjunto (substrato alimentar +
presenga/auséncia de larvas), foi feita comparagdo da temperatura durante o desenvolvimento

larval entre os tratamentos e durante o intervalo de tempo observado.
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Cémera com visor infravermelho Flir SC-640

Neste experimento, foi comparada a temperatura superficial do conjunto substrato
alimentar/ larvas nos diferentes tratamentos citados anteriormente, utilizando-se uma Camera
com visor infravermelho Flir® SC-640. Foi feita uma termografia em intervalos de tempo de
12 horas, até o inicio da dispersao larval, sendo realizadas pelos menos duas repeti¢des para
cada tratamento. Utilizando-se ferramentas de rotina especificas do programa de analise de
dados (Thermacam Researcher Pro 2.9), foi delimitada uma érea circular que compreendeu o
limite do frasco, além de quatro retas que seccionaram em 45° a area da circunferéncia. A
média de temperatura da area e a variagdo da temperatura ao longo da reta foram utilizadas

para comparagao entre os tratamentos.

Adulto: temperatura ambiente e tratamentos

A temperatura superficial das diferentes por¢des do corpo do inseto também foi
analisada; no entanto, as observagdes foram feitas nos diferentes tratamentos ao longo do dia,

por meio de uma camera com visor infravermelho Flir SC-640.

No experimento com adultos, foram realizados os tratamentos abaixo:

1. Controle (correspondente ao item 2 (dieta/larva) dos tratamentos anteriores do desenvolvimento
larval) — adultos originados de larvas desenvolvidas em dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo
de 12 horas.

2. Dizepam (correspondente ao item 3 (diazepam/larva) dos tratamentos anteriores do
desenvolvimento larval)- adultos originados de larvas desenvolvidas em dieta oligidica (LEAL et al.,
1982) + 73,6mg diazepam - fotoperiodo de 12 horas.

3. Citalopram (correspondente ao item 4 (citalopram/larva) dos tratamentos anteriores do
desenvolvimento larval)— adultos originados de larvas desenvolvidas em 125g dieta oligidica (LEAL et
al., 1982) + 8,3mg citalopram- fotoperiodo de 12 horas.

4. Claro (correspondente ao item 5 (claro/larva) dos tratamentos anteriores do desenvolvimento
larval)— adultos originados de larvas desenvolvidas em dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo
de 24 horas.

5. Escuro (correspondente ao item 6 (escuro/larva) dos tratamentos anteriores do desenvolvimento
larval)— adultos originados de larvas desenvolvidas em dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo
de 0 horas.

Pode-se perceber, nos tratamentos acima, que ndo foi realizada a avaliagdo da
temperatura dos adultos no tratamento desenvolvido em carne, como foi feito no
desenvolvimento larval. A auséncia da andlise deste tratamento nos adultos se deve a
priorizagdo que se deu no presente trabalho, da coleta de dados de temperatura nos individuos
que se desenvolveram em um substrato padronizado, ou seja, em dieta oligidica (LEAL et al.,

1982).
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Neste experimento, 50 adultos de cada um dos diferentes tratamentos foram
anestesiados e posteriormente colocados dentro de um tubo de PVC de 50 cm, sendo
fornecidos agua e agtcar ad libitum aos insetos. De um lado deste tubo, havia uma tela que
permitiria a renovagdo do ar interno, tanto nas trocas gasosas e de calor com o espaco interno
da BOD. Este tubo foi inserido dentro da BOD, a qual foi fechada com isopor € manteve-se
apenas um orificio por onde o visor infravermelho era acoplado ao tubo, para registro das
termografias.

Utilizando-se ferramentas de rotina especificas do programa de andlise de dados
(Thermacam Researcher Pro 2.9), foram delimitadas areas de interesse sobre as imagens
térmicas do inseto, na qual a média de temperatura da area foi utilizada para comparagao entre
os tratamentos. As areas compreendiam trés por¢cdes do corpo do inseto: cabega, torax e
abdome. As termografias foram realizadas em intervalos de tempos distintos, dependendo da
metodologia. Foi considerada, para céalculo da temperatura da superficie, emissividade de
0,95, sendo a mesma utilizada em diversos trabalhos com insetos (HEINRICH, 1993). Em

média, 15 individuos eram avaliados em cada termografia obtida.

O experimento foi divido em duas metodologias: (1) avaliagdo dos dados de
temperatura nos diferentes tratamentos ao longo do dia; (2) perfil térmico no corpo de C.
megacephala e de processos de termorregulagdo que poderiam ser observados, quando

varidveis abidticas fossem alteradas (temperatura e fotoperiodo).

As metodologias sdo descritas a seguir:

Avaliacdo térmica dos adultos que se desenvolveram nos tratamentos

Neste experimento, foi comparada a temperatura superficial das diferentes por¢des do
corpo do inseto nos diferentes tratamentos ao longo do dia, e os adultos utilizados
desenvolveram-se somente em dieta oligidica (LEAL et al., 1982) nos diferentes tratamentos,
como descritos anteriormente: controle, diazepam, citalopram, escuro e claro.

Cada tratamento permaneceu aclimatado durante todo o experimento na BOD
(temperatura de 27+1 °C, umidade relativa 60£10%). As imagens termograficas foram obtidas
durante um intervalo de 48 horas, na taxa de 0.333 quadro.min™ (1 imagem a cada 3 min),

sendo que os animais ficaram 12h aclimatados antes da captura das imagens.
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Avaliacdo térmica e termorregulacdo dos adultos sob variacoes de temperatura

Apenas adultos do tratamento controle foram utilizados nesta metodologia, os quais
foram aclimatados durante 2h em diferentes temperaturas: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 ¢ 40 °C. O
perfil térmico das diferentes por¢des dos individuos em atividade e repouso, foi obtido de pelo
menos 20 individuos, para cada uma das temperaturas. As imagens termograficas foram
obtidas durante intervalos de 30 minutos na taxa de 1 quadro.seg”. Foi observada a presenca
de processos de termorregulagdo nas diferentes temperaturas, sendo quantificados e descritos

quando presentes.

Perfil térmico das diferentes fases da vida em ambiente natural

Para comparacdo com todos os dados obtidos em laboratdrio, as mesmas metodologias
foram realizadas com um substrato alimentar diferente e em ambiente natural, durante o més
de julho de 2010. Um porco Sus scrofa domesticus, com massa aproximada de 10kg, foi
utilizado como substrato alimentar, ¢ a decomposi¢do ocorreu nas dependéncias do
Jacarezario / UNESP-Rio Claro, e as fases de sua decomposi¢do foram acompanhadas por

aproximadamente 20 dias.

Foram inseridos sensores de aquisicdo de temperatura Tidbit/Onset®, em diferentes
porc¢des da carcagca do porco e no ambiente, para posterior comparagdo. A distribuicdo dos
sensores pela carcaca foi a seguinte (um Tidbit para cada por¢do): cavidade oral, anal,
abdome, subcutineo, abaixo da carcaga e 10cm de profundidade no solo, logo abaixo do
porco. Para colocacdo dos sensores no abdome e subcutaneo, houve a necessidade da abertura
de um orificio, o qual foi suturado posteriormente, tentando minimizar a existéncia de mais

orificios para atracao de moscas.

Utilizou-se a camera com visor infravermelho Flir SC-640 para obtencdo das imagens
termograficas da carcaga, durante a decomposicdo, tanto na fase larval como na presenca de
adultos de moscas-varejeiras, da mesma forma que foi realizado em laboratorio. As imagens
foram obtidas geralmente nos seguintes periodos: inicio da manha (6:00h), meio do dia

(12:00h), término do dia (18:00h) e uma imagem noturna (0:00h).

Diversas espécies de moscas foram atraidas, porém apenas califorideos foram
analisados, os quais foram identificados sobre a carcaga, dentre eles C. megacephala e C.

albiceps. Ambas as espécies foram bastante abundantes e devido a dificuldade de
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identificacao das duas espécies via termografia, a andlise das imagens da temperatura foi feita

de uma mistura dos adultos destas duas espécies.

Andlise estatistica e outras ferramentas

A andlise estatistica de todos os dados coletados dos perfis térmicos nos diferentes
estigios da vida desta mosca foi feita no programa SAS®™. Analise de varidncia fatorial
(ANOVA) e testes de comparacdo multipla de Bonferroni foram utilizados, comparando as
médias de massa dos individuos nos diferentes tratamentos realizados, utilizando-se nivel
global de significancia de 5%. Tanto a variavel dependente temperatura como a diferenca
entre temperaturas, foram utilizadas nas comparagdes entre os tratamentos, repeticdes, tempo
e suas interagoes.

Nos experimentos durante o estagio larval, utilizou-se a diferenca entre a temperatura do
tratamento com presenca de larvas e o substrato na auséncia de larvas, e compararam-se
estatisticamente estes valores ao longo dos dias de desenvolvimento, nos diferentes
tratamentos.

Nos experimentos durante o estagio de imago, utilizou-se a diferenca entre a
temperatura de algumas por¢des do corpo (cabeca — Teqp; torax — Tior; € abdome — Typg) € a
temperatura ambiente (T.mp), € compararam-se estatisticamente estes valores ao longo dos

dias de desenvolvimento nos diferentes tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Perfil térmico observado em diferentes tratamentos durante o estagio larval do
desenvolvimento de C. megacephala.

A anélise da temperatura do conjunto substrato alimentar e agregado larval ao longo do
desenvolvimento larval nos diferentes tratamentos, mostrou diferengas estatisticas
significativas entre as variaveis e interagdes obtidas em C. megacephala:

Substratos alimentares (tratamentos [F=69432; p<0,0001], dias [F=13475; p<0,0001],
tratamento*dia [F=13053; p<0,0001]);

Presenca de drogas (tratamentos [F=1589; p<0,0001], dias [F=9515; p<0,0001],
tratamento*dia [F=324; p<0,0001]);

Alteracdo do fotoperiodo (tratamentos [F=2265; p<0,0001], dias [F=16445; p<0,0001],
tratamento*dia [F=716; p<0,0001]).
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Na figura 1, pode-se visualizar a variagdo na temperatura do conjunto agregado larval e
substrato alimentar nos diferentes tratamentos ao longo dos dias do desenvolvimento larval,

até o inicio da dispersao larval.
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Figura 1.Padrio da temperatura média (n=3) do conjunto substrato alimentar mais larva nos diferentes
tratamentos ao longo de todo o desenvolvimento larval. Os simbolos de * dentro dos dias representam diferengas
significativas (teste de Bonferroni, utilizando-se nivel de significancia de 5%) dos tratamentos em relacdo a
auséncia de larvas nos dois graficos de cima e em relagdo ao tratamento Dieta/larvas nos graficos abaixo.

Pode-se constatar que todos os tratamentos utilizados geraram diferencas na temperatura
interna do conjunto agregado larval e substrato alimentar em relagdo ao tratamento Controle
(carne e dieta) e Dieta/larvas (Figura 1). A temperatura do conjunto no primeiro dia da
decomposicdo e desenvolvimento larval ja ¢ significantemente diferente da temperatura
coletada apenas no substrato alimentar (Figura 1); tal alteracdo se deve a processos
metabolicos e fermentativos de larvas e bactérias presentes no substrato alimentar.

O calor gerado no conjunto larvas e substrato alimentar carne moida (Carne/larvas), foi
muito maior que qualquer um dos outros tratamentos, chegando a atingir temperaturas médias
proximas a 35 °C, ou seja, aproximadamente 8 °C a mais que a temperatura do substrato sem
larvas e do ambiente da BOD. O pico da temperatura no tratamento Carne/larvas ocorreu ja
no segundo dia de desenvolvimento, enquanto os picos nos outros tratamentos foram
observados no terceiro dia de desenvolvimento (Figura 1). A queda brusca na temperatura
observada nos diferentes tratamentos esteve relacionada com o momento em que era
observada a dispersdo larval pds-alimentar de C. megacephala, e variou em pelo menos um

dia, quando se compara o tratamento carne com larvas em relagdo a todos os outros
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tratamentos. Tal fato observado se deve ao desenvolvimento larval ocorrer de forma mais
acelerada na presenca de carne bovina como substrato alimentar, comparado as larvas que se
alimentaram da dieta oligidica (LEAL et al., 1982).

Nos tratamentos com alteracdo de luz e na presenca de drogas, pode-se observar que a
diferenca na temperatura do conjunto agregado larval mais substrato s6 foi significante a
partir do segundo dia. Tal auséncia de diferenca no primeiro dia poderia ser explicada pelo
tamanho das larvas em relagdo ao substrato e pelo fato de que o efeito dos tratamentos sobre
as larvas de primeiro instar, ainda ndo ter sido temporalmente suficiente para causar
alteragdes da temperatura em relagdo ao tratamento dieta com larvas.

Pode-se constatar também que a presenca das drogas e a alteragdo do fotoperiodo
causaram um aumento na temperatura do agregado mais substrato alimentar, em relagao ao
tratamento dieta/larvas, ou seja, de alguma forma a presenca das drogas e a presenca /auséncia
permanente da luz geraram maior produ¢do de calor pelo conjunto do agregado larval e
substrato alimentar. As drogas podem ter causado uma alteragdo metabolica nos individuos,
fazendo com que os mesmos convertessem mais energia tentando metabolizar as drogas, ou
ainda podem ter aumentado a atividade dos individuos e consequentemente, aumentado a
conversdo de diferentes formas de energia, o que geraria maior dissipacdo de calor nestes
tratamentos. No caso dos tratamentos com alteragdo no fotoperiodo, também foi observado
um aumento da temperatura do conjunto, talvez explicado por um aumento da atividade do
agregado e consequentemente do metabolismo destas larvas; isto provavelmente se deveu a
atividade dindmica do aglomerado larval, pois as larvas respondem a fonte de luz,
positivamente ou negativamente (EVANS, 1936; SMITH et al., 1981; RICHARDS et al., 1986;
KOCAREK, 2001).

Vale a pena ressaltar também as variagdes significativas entre as temperaturas do
conjunto no ultimo dia apés a dispersao larval; porém, estas diferencas provavelmente se
devem a movimentacdo e espalhamento do substrato nos frascos, o que poderia acarretar
maior evaporacdao da dgua e consequentemente alteragdes na temperatura dos tratamentos,
pois quanto maior evaporagdo de d4gua, menor seria a temperatura do conjunto.

Tal resultado foi bem semelhante ao observado na superficie do conjunto agregado
larval e substrato alimentar nos diferentes tratamentos. A analise do perfil térmico por meio
de termografia da superficie do conjunto substrato alimentar e agregado larval ao longo do
desenvolvimento larval nos diferentes tratamentos, mostrou diferengas estatisticas

significativas entre as variaveis ¢ interagdes obtidas em C. megacephala:



Capitulo 3 - Temperatura e termorregulacdo de(Vrysomya megacephiala {8

Substratos alimentares (tratamentos [F=1702; p<0,0001], horas [F=160; p<0,0001],
tratamento*horas [F=367; p<0,0001]);

Presenca de drogas (tratamentos [F=309; p<0,0001], horas [F=331; p<0,0001],
tratamento*horas [F=38,15; p<0,0001]);

Alteracdo do fotoperiodo (tratamentos [F=120; p<0,0001], horas [F=335; p<0,0001],
tratamento*horas [F=35,62; p<0,0001]).

Na Figura 2, pode-se visualizar termografias da varia¢do na temperatura da superficie do
conjunto agregado larval e substrato alimentar nos diferentes tratamentos, ao longo das horas
do desenvolvimento larval até o inicio da dispersdo larval.

Pode-se observar um aumento na temperatura superficial dos tratamentos em que havia
presenca de larvas no substrato alimentar, quando comparados aos frascos apenas com o
alimento (Figura 2), ou seja, durante o desenvolvimento larval, ocorre uma grande dissipagao
de calor, devido a processos metabolicos que estdo ocorrendo em cada individuo e no
conjunto alimento + larvas.

No entanto, nos tratamentos com auséncia de larvas (dieta e carne moida), pode-se
observar visualizando as termografias (Figura 2), um pequeno aumento da temperatura na
dieta e um grande aumento nos frascos apenas com carne ao longo dos dias exibidos. Este
aumento provavelmente ocorreu devido a processos fermentativos e metabdlicos de
microorganismos presentes nos dois substratos alimentares oferecidos, em que a presenca de
bactérias ¢ fundamental para a alimentacdo larval em moscas-varejeiras, pois as larvas
necessitam de alimentos liquefeitos para a captura e assimilacdo durante a nutrigdo, pois seu
aparato bucal nao apresenta dentes que permitam a alimentagdo de substratos solidos
(HoBSON, 1931). Porém, principalmente no tratamento com carne, nao foi possivel observar
um aumento da temperatura interna vista anteriormente (Figura 1), parecido com a
temperatura externa observada (Figura 2), talvez devido ao fato dos microorganismos
presentes neste meio de cultura oferecido se localizarem preferencialmente na superficie, o
que favoreceria trocas gasosas nos seus processos metabolicos, caso fossem necessarias.

Quando se compara os tratamentos na presenca de drogas, tanto o tratamento
Citalopram quanto o Diazepam, apresentaram diferencas significativas em relagdo ao
tratamento Dieta/larvas, e um aumento da temperatura de superficie do conjunto agregado
larval mais substrato (Figura 2), fato também observado na temperatura interna do conjunto
(Figura 1), talvez explicado pelo efeito das drogas no metabolismo e atividade das larvas

presentes.
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A alteragao do fotoperiodo gerou uma reducao inicial da temperatura da superficie, € na
medida em que os dias foram se passando, nao foi observada diferenca na temperatura
superficial entre o tratamento Dieta/larvas e os tratamentos Claro e Escuro. Assim, a presenca
ou auséncia constante de luz sobre o conjunto agregado larval + substrato alimentar parece ter
reduzido a temperatura superficial nos primeiros dias, fato que pode ser explicado pelo
comportamento dindmico do agregado larval, que ¢ influenciado pela luz positivamente ou
negativamente, forcando as larvas a se deslocarem mais profundamente na dieta, reduzindo

em partes a dissipacao do calor na superficie.
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FIGURA 2. Termografias (n=3)da superficie do conjunto agregado larval e substrato alimentar, nos diferentes
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Outro fator que pode influenciar bastante a temperatura do conjunto agregado larval e
substrato alimentar ¢ a evaporacdo de agua deste sistema, que reduziria a temperatura nos
diferentes tratamentos. Na figura 3, pode-se visualizar a perda de massa no decorrer do tempo
nos diferentes tratamentos: o tratamento carne na auséncia de larvas foi aquele que mais perdeu
massa, principalmente por evaporacao de dgua, quando se compara com 0s outros tratamentos
em que as larvas ndo estavam presentes (Figura 3A). A maior evaporacao da agua pode ter
ocorrido pela propria constitui¢do dos substratos alimentares que eram distintos (dieta e carne), o
que poderia facilitar a perda de 4gua para o ambiente, ja que um fator que age no aumento da
evaporacao ¢ a area em contato com ambiente, e o substrato carne moida apresentava maior area
em contato, devido as pequenas massas de carne que compunham o substrato total, diferente dos
tratamentos com dieta, nos quais a superficie era bastante plana e sem presenga de pequenas

massas.
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FIGURA 3. Média e regressdes lineares da porcentagem de perda de massa no decorrer do tempo nos diferentes
experimentos realizados (n=3).

Pode-se perceber também que a presenca de larvas acelerou a perda de massa nos

frascos (conjunto de larvas + substrato alimentar + recipiente) devido ao proprio metabolismo
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larval (conversdes de energia e estruturas nos individuos). A movimentagao das larvas no
substrato parece ter ajudado na evaporagdo da agua em cada um dos tratamentos. Quando se
avalia o efeito de diferentes substratos larvais (carne e dieta), ¢ visivel a grande perda de
massa que ocorre no tratamento Carne/larvas em relacdo ao tratamento Dieta/larvas; no
entanto, mesmo apresentando talvez uma maior perda de agua, o que deveria reduzir a
temperatura do conjunto, a dissipac¢do de calor neste tratamento foi maior do que a observada
em todos os tratamentos estudados (Figuras 1 e 2).

O efeito da presenga de drogas ndo apresentou diferengas entre os tratamentos, em
relacdo a perda de massa no decorrer do tempo, sendo que as regressdes lineares sao
praticamente idénticas (Figura 3C). No entanto, como foi observado antes, a presenca de
substancias quimicas no substrato aumentou a temperatura do conjunto agregado larval+
substrato alimentar (Figuras 1 e 2).

Ja a presencga ou auséncia de luz alterou a perda de massa nos diferentes tratamentos; a
incidéncia de luz nos tratamentos fez aumentar e perda de massa por tempo, enquanto que o
conjunto mantido no escuro perdeu menor massa do que os individuos que receberam luz
continua ou em intervalos, sendo que o tratamento claro foi o que perdeu maior quantidade de
massa. Isto provavelmente foi devido a radiagdo do foco de luz alterar de certa forma a
evaporacdo de agua (no entanto, ndo apresentaram temperaturas distintas), ou devido a maior
movimentacao larval nos frascos onde havia luz, o que ja foi discutido anteriormente, levando
a um maior espalhamento de substrato e aumentando a 4rea de contato com o meio, e desta
forma, acelerando as taxas de evaporacdo. No entanto, a temperatura nos primeiros dias destes
tratamentos, foi distinta do tratamento Dieta/larvas (Figuras 1 e 2), apresentando menores
valores. No caso do escuro, as alteragdes metabolicas nas larvas poderiam explicar melhor a
temperatura reduzida; ja no tratamento claro, mudancas metabolicas e a evaporacdo de agua
maior que o controle poderiam explicar a menor temperatura do conjunto, nos primeiros dias
do desenvolvimento.

As Figuras 4 e 5 mostram a variagdo da temperatura interna e externa, durante a
decomposicao de um porco em ambiente natural. Pode-se observar alteracdes da temperatura
ao longo dos dias, dependendo da localizagdo dos sensores de temperatura. Os dados sdo
bastante semelhantes aos observados em laboratorio e discutidos anteriormente, porém com
alteracdes nos valores de temperatura observados, tendo em vista a influéncia da temperatura
ambiental e da massa larval. Segundo Slone & Gruner (2007), o aumento da massa larval
tende a aumentar a temperatura do agregado e os processos de termorregulagdo, o que foi

observado no experimento realizado em campo quando em comparacdo ao descrito
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anteriormente em agregados de 300 larvas no laboratorio. Assim, a seguir, ¢ feita uma

descricdo do observado em campo, tentando se comparar com os dados obtidos em

laboratorio.
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Figura 4.Gréficos e termografias do perfil da temperatura interna e externa (n=1) em diferentes porgdes da
carcaga de porco, durante a decomposi¢do em ambiente natural, em que distintas espécies de dipteros utilizaram a
carcaga para o desenvolvimento larval. As termografias dentro de cada dia mostram a mesma imagem termografica
em duas escalas diferentes; acima, escalas iguais ao longo dos diferentes dias e abaixo, escalas do intervalo minimo
e maximo para cada dia.
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Figura 5. Termografias da carcaca durante decomposi¢do. A. Imagem mostrando a variagdo a
temperatura da boca no 3° dia de decomposi¢do; B. Imagem mostrando a varia¢do da temperatura de
uma grande massa de larvas proximo a regido abdominal durante o 10° de decomposicao.

Pode-se constatar que a partir do 2° dia de decomposi¢do, as temperaturas das
diferentes regides da carcaca ja se diferenciaram da temperatura do ambiente, principalmente
a temperatura do abdome e da boca, locais onde ja ocorria a presenca de larvas e o inicio de
processos de decomposicdo, que geram producdo de calor devido a existéncia de
microorganismos. A partir do 3° dia, a presenga de agregados larvais fez com que a
temperatura das diferentes por¢des da carcaca se mantivesse, mesmo durante os periodos mais
frios do dia, no minimo 5 °C acima da temperatura do ambiente, chegando a atingir variagdes
superiores a 10 °C entre o 6° ¢ 7° dias de decomposi¢io (Figuras 4 ¢ 5B). O maior pico de
temperatura observado ocorreu logo abaixo da carcaga, onde uma grande quantidade de larvas
estava presente entre o sexto e sétimo dia de decomposigdo (Figura 4). Entre o 8° e 9° dias,
pode-se observar uma reducao da temperatura das diferentes por¢des do corpo e das regides
do solo abaixo da carcaga. Esta reducdo esta provavelmente relacionada ao inicio de ondas de
dispersao larval pos-alimentar, quando as larvas comecam a deixar o substrato alimentar e
iniciam a procura por um sitio de pupacao no habitat, ou por mais fonte de alimento adicional,
no caso daquelas larvas que ndo obtiveram o peso minimo para a pupagao, € esse processo €
denominado dispersdo larval pds-alimentar (GREENBERG, 1990).

A analise das termografias mostra a altera¢do da temperatura superficial da carcaca ao
longo do tempo, na qual se observa um aumento principalmente nas regides proximas as
aberturas naturais (boca, narina, ouvidos e anus) e abdome, principais regides para atracao e
ovipostura das fémeas. Desta forma, sdo esses os locais em que primeiro aparecem 0S
agregados larvais e consequentemente, a ocorréncia de processos metabolicos que dissipardo
calor (Figuras 4 e 5). Assim, a partir do 5° dia, ¢ facilmente observado um aumento da
temperatura proximo a regido da cabeca e anal, e a partir do 9° dia, quando ji4 comeca a

ocorrerem ondas de dispersdo larval pds alimentar, pode-se constatar um grande aumento da
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temperatura até mesmo no solo proximo a carcacga, devido a dissipacao de calor das larvas em

movimento sobre o solo, na procura por um sitio de pupacao (Figuras 4 ¢ 5).

Analise do perfil térmico de adultos de C. megacephala

Perfil térmico e atividade ao longo do dia dos adultos gerados nos diferentes
tratamentos

Apo6s o periodo de pupacdo, foi feita a analise do perfil da temperatura corporea dos
adultos que emergiram nos diferentes tratamentos, como pode-se observar na Figura 6. Nesta,
¢ possivel observar a temperatura das diferentes por¢des do corpo de varios adultos de C.
megacephala ao longo de um dia completo (24h). A analise da temperatura das diferentes
porcdes do corpo dos adultos nos diferentes tratamentos, mostrou diferengas estatisticas
significativas entre as variaveis ¢ interacdes obtidas em C. megacephala: por¢do do corpo
(F=13,72; p<0,0001); tratamentos (F=38,17; p<0,0001); periodo do dia luz/escuro (F=12,96;
p<0,001); por¢ao do corpo*periodo do dia (F=8,60; p<0,0001); tratamento*periodo do dia
(F=32,09; p<0,0001); por¢ao do corpo*tratamento*periodo do dia (F=2,66; p<0,0001).

A diferenca ou aumento da temperatura em por¢des do corpo dos insetos (cabega, torax
e abdome) estdo diretamente relacionados com a atividade de contragdes musculares
utilizadas durante o deslocamento, aquecimento pré voo, ou com processos de
termorregulagdo, quando esse comportamento estd presente (HEINRICH, 1993). Desta forma, a
temperatura média nas diferentes porgdes corpdreas foi distinta, sendo que decresciam na
seguinte ordem: temperatura do torax (T°y,) > temperatura da cabega (T.,) > temperatura
do abdome (T®,pq4), como j& observado também em diversas espécies de insetos (HEINRICH,
1993), em que a principal por¢ao do corpo produtora de calor ¢ o torax, devido a grande
frequéncia de contragdes musculares utilizadas principalmente no voo.

Desta forma, nos graficos dos tratamentos, ¢ possivel observar alguns intervalos de
tempo em que ha um aumento ou diminui¢cdo na temperatura de diferentes por¢des do corpo
desses dipteros, que estdo relacionados respectivamente com a presenga ou auséncia de luz,
ou seja, atividade ou repouso. Nos tratamentos com fotoperiodo de 12h (Dieta/larvas,
Diazepam e Citalopram), ¢ possivel observar um aumento da temperatura corporea assim que
a luz esta presente, permanecendo ao longo das 12h até o momento em que a luz se apaga. No
intervalo de escuriddo, pode-se perceber uma queda na temperatura corporea dos insetos
chegando a apresentar temperaturas abaixo da temperatura ambiente; isso € possivel devido a
evaporacgdo de agua, que sequestra calor do corpo dessas moscas, reduzindo neste momento a

T°corp em relagio ao ambiente. E possivel ainda observar ao longo do dia, dois picos de
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maior atividade dessas moscas nos tratamentos com fotoperiodo de 12h (Figura 6). O
primeiro intervalo de maior atividade ocorreu entre as 6:00 até as 12:00; logo apds, existe
uma reducdo na atividade das moscas, retornando a atividade entre as 15:00 até¢ a luz ser
apagada, ou seja, as 18:00 horas.

Tal ciclo de atividade ¢ totalmente distinto do ciclo observado no tratamento claro e
escuro, ou seja, o fotoperiodo atua no ciclo de atividade/circadiano da espécie em questao.
Nos individuos do tratamento claro, pode-se observar um grande intervalo de tempo
(aproximadamente de 18h), no qual a temperatura corporea estava maior que a T°amb, ou
seja, neste tratamento, a quantidade de individuos ativos permanecia sempre alta durante boa
parte do dia, tendo em vista que a luz estava continua para os mesmos. Pode-se observar uma
queda na atividade apenas em um curto periodo de tempo (12:00 até aproximadamente
18:00), quando os individuos apresentaram uma diminui¢do da T°corp em relagdo a T°amb.
Desta forma, o ciclo circadiano destes adultos estava totalmente alterado em relag@o ao ciclo
dos outros tratamentos, ou seja, no tratamento claro foi observado um periodo de atividade
muito maior que o observado nos tratamentos com fotoperiodo de 12h.

Ja nos individuos que se desenvolveram totalmente na auséncia de luz, pode-se constatar
que a temperatura corpoérea tendeu a ser bem menor que a T°amb e bem abaixo da
temperatura de todos os outros tratamentos, devido & menor atividade destes individuos, pois
foi retirada uma das principais informagdes que estes insetos obtém do ambiente, a luz. A
queda da T°corp, durante a auséncia de luz, deve estar relacionada a necessidade de economia
energética que estes animais precisam realizar, pois devem apresentar um pequeno tempo de
resisténcia (TR=energia disponivel/taxa de utilizagdo) para se manterem vivos durante um
longo periodo sem a presenca de luz, ja que esta ultima fornece informagdes importantes do
ambiente para a sobrevivéncia da espécie. Assim, estes insetos podem ter desenvolvido
adaptacdes térmicas e processos de termorregulagdo para baixar a temperatura corpoérea e
consequentemente reduzir o metabolismo, ou seja, o custo para a manutencdo de processos
basicos para sua sobrevivéncia durante o intervalo de escuridao, em que t€ém dificuldades de

acesso a fontes alimentares.
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Perfil térmico corporeo dos adultos de C.megacephala em diferentes temperaturas

Na Figura 7, pode-se observar o perfil da temperatura nas diferentes por¢des do corpo

de adultos em atividade ou em repouso de C. megacephala, aclimatados em diferentes

temperaturas.

A andlise estatistica dos dados de temperatura das diferentes por¢des do corpo dos

adultos, aclimatados em diferentes temperaturas, mostrou diferengas significantes entre:

temperatura de aclimatagdo (F=85,13; p<0,0001); estado de atividade (F=423,67; p<0,0001);

por¢do do corpo (F=17,54; p<0,0001); temperatura de aclimata¢do *estado de atividade
(F=16,09; p<0,0001); estado de atividade*por¢ao do corpo (F=15,17; p<0,0001).
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FIGURA 7. Perfil da temperatura de por¢des do corpo de adultos de C. megacephala em diferentes temperaturas e
durante atividade ou repouso (n=250, temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 ¢ 40°C). A termografia ao lado mostra
detalhes da obteng¢do da média da temperatura nas diferentes por¢des do corpo. A linha cinza no grafico mostra os dados
onde a temperatura ambiente € igual & corpdrea, facilitando assim a comparagdo dos dados obtidos em C. megacephala.
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Quando os individuos estdo em atividade, houve diferenca significativa entre a T°corp
e T°amb em algumas das temperaturas em que os adultos foram aclimatados (F=12,6;
p<0,0001), sendo que ndo foi observada diferenga entre T°corp e T°amb nas seguintes
temperaturas de aclimatagdo: 35 °C e 40 °C. Vale ressaltar que ndo foi observada atividade
nas temperaturas de 5 °C e 10 °C.

Pode-se constatar também, que os adultos de C. megacephala comegam a entrar em
atividade de voo quando o ambiente atinge 15 °C e permanecem ativos até a temperatura
utilizada neste experimento, 40 °C, bem diferente do observado em moscas da neve
(Trichocera annulata), as quais conseguem manter a atividade em temperaturas de 5 °C
(LITTELWOOD, 1966). O pico de atividade de voo ocorreu em 30 °C (100% dos individuos
ativos), sendo que acima deste valor, a quantidade de individuos voando foi reduzida
(aproximadamente 12% em 15 °C, 28% de atividade em 35 °C e 40 °C, 40% em 25 °C e 48%
em 20 °C).

Ja para os individuos em repouso, pode-se observar diferenga significativa entre a
T°corp e T°amb em apenas trés das temperaturas em que os adultos foram aclimatados (30
°C, 35 °C e 40 °C) (F=37,02; p<0,01), sendo a média da T°corp < T°amb. Nao houve
diferenga entre a T°corp e T°amb dos adultos em repouso nas seguintes temperaturas de
aclimatacdo: 5 °C, 10 °C, 15 °C, 20 °C e 25 °C. Desta forma, os individuos em repouso e
aclimatados em temperaturas acima de 25 °C comecaram a utilizar alguns mecanismos para
controlar a T°corp abaixo da T°amb. Desta forma, pode-se constatar que o coeficiente angular
das regressoes lineares obtidas da T°corp e T°amb dos adultos em atividade e repouso (Figura
7) foi ligeiramente menor que 1, ou seja, na medida em que a temperatura aumenta, a T°corp
tende a ser menor que a T°amb. Uma reducgdo na T°cab e T°tor, quando ocorre um aumento
da T°amb, foi observada em Apis mellifera em atividade, por HEINRICH (1980a,b)

O mesmo padrdo de reta para a regressdo linear observada em laboratorio (Figura 7)
foi obtida em ambiente natural (Figura 8), no entanto, com coeficientes angulares bastante
diferentes, talvez pela amostragem em ambiente natural envolver dois representantes da
familia Calliphoridae (C. megacephala e C. albiceps) e também pela atividade de
movimenta¢do das moscas ser muito maior em ambiente natural que a obtida em laboratorio,
no qual o recipiente impedia grandes deslocamentos. No ambiente natural, ndo foi possivel
observar individuos em repouso, pois as moscas eram atraidas pela carcaca do porco e

consequentemente estavam ativas e em estado de imediato pds voo, quando apareciam.
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FIGURA 8. Perfil da temperatura de por¢des do corpo de adultos de moscas varejeiras (Calliphoridae)
em diferentes temperaturas durante a atividade (n=150). A termografia ao lado mostra detalhes da
obtengdo dos dados dos individuos sobre a carcaca no ambiente. A linha cinza no grafico mostra os
dados onde a temperatura ambiente ¢ igual a corporea, facilitando assim a comparagdo dos dados
obtidos em C. megacephala.

Assim, quando se observou os individuos em repouso ou pds voo em temperaturas
mais elevadas, pode-se constatar uma tendéncia de regulacdo da temperatura corpérea em
relagdo a temperatura ambiental (Figuras 7 e 8), ou seja, quanto maior a temperatura, maior a
necessidade de controlar a temperatura corporea por meio de processos ou mecanismos de
termorregulagdo. Alguns mecanismos de adaptacdo térmica e termorregulacdo ja haviam sido
descritos e observados em diversas espécies de insetos (HEINRICH, 1993). Nas espécies de
dipteros, ja foram descritos mecanismos e adaptacdes para dissipacao do calor durante o voo,
tolerancia ao frio, alteragdes na abertura e fechamento de espiraculos e a presenga de
correntes de conveccgao facilitando as trocas de calor (EDNEY & BARRAS, 1962; LITTELWOOD,
1966; KEVAN, 1972; BYERS, 1983; MORGAN et al., 1985; HEINRICH, 1993; KOSHIMA, 1994).

O controle da temperatura corpdrea (T°corp) € um aspecto central da vida animal e,
portanto, diversos animais investem tempo e energia consideraveis procurando manter a
temperatura dentro de limites, os quais permitem otimizacao e melhor eficiéncia de processos
fisioldégicos e bioquimicos. Assim, quando a temperatura do corpo ¢ elevada acima de
determinados niveis, devido ao aumento da carga de calor, quer seja a partir da exposi¢do a
um ambiente quente ou a partir de um incremento na producdo de calor metabodlico, os
animais exibem mecanismos para melhorar a dissipagdo de calor e, portanto, promover o
abaixamento da T°corp. Por exemplo, sob tensdo térmica, alguns animais podem aumentar o
fluxo sanguineo em areas nuas do corpo, que podem entdo atuar como janelas térmicas para

dissipac¢ao de calor.
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No entanto, se a temperatura do corpo ¢ do ambiente continuar a ser elevada, a
transferéncia do calor do corpo para o ambiente eventualmente pode ndo ser suficiente (ou
possivel) para manter a T°corp em um nivel desejado. Neste caso, faz-se necessaria a
utilizagdo de outros mecanismos, como a evaporacdo da agua (580 cal / g H20), a qual pode
ajudar na regulagdo da temperatura corporal do animal. Esta evaporagdao pode ocorrer de
algumas maneiras, como por exemplo: 1) pela transpiracao pelo suor ou pelo espalhamento de
saliva sobre o corpo, como ocorre com mamiferos; 2) pela ofegacdo, observada em aves e
outros mamiferos; 3) pelo comportamento de urinar ou defecar sobre a cauda, membros
posteriores, ¢ nos pés, observado em aves, lagartos, e outros mamiferos. Seja qual for o
recurso utilizado, em todos os casos, a evaporacao da agua sobre a superficie do corpo vai
roubar calor do animal, diminuindo sua T°corp, uma forma eficaz de sistema de
arrefecimento. Todas as formas anteriormente descritas envolvem a exteriorizacdo de um
fluido corpdreo para redug¢do da temperatura do corpo do animal por meio da evaporagdo de

parte deste fluido, fato também observado no diptero em estudo, C. megacephala.

Na Figura 9 e 10, € possivel observar alguns resultados e graficos obtidos por meio de
termografia infravermelha, a qual mostra o interessante comportamento que C. megacephala
apresenta para regular a T°corp, quando algumas alteragcdes de fatores ambientais ocorrem,

como o aumento da T°amb e altera¢do no fotoperiodo.

O comportamento observado como processo de termorregulagdo no presente estudo,
se baseia na movimentacdo de uma gota de saliva, a qual ¢ exteriorizada ¢ apds um tempo (o
qual varia aprox. 15s), re-ingerida. A medida que a gota de saliva é exteriorizada, a
evaporacao de agua reduz a temperatura da gota em contato com ambiente externo em até 8
°C em relagdo ao ambiente (Figura 9B). Apds a re-ingestao por parte da mosca, este meio
arrefecido causa uma diminui¢do significativa na temperatura do corpo (Figuras 9A e 10). Um
comportamento semelhante a esse, utilizando uma gota de saliva para redu¢do da temperatura
corporea, ja havia sido observado na abelha Apis mellifera (EscH, 1976; HEINRICH, 1980a e
1980b). Esta abelha utiliza a evaporagao da dgua da gota de saliva para reduzir a temperatura
da cabeca e a por¢do anterior do térax, quando o animal estd em atividade de voo e exposto
em laboratério a altas temperaturas ambiente, e quando a temperatura da cabega atingia

temperaturas acima de 45 °C (HEINRICH, 1980a e 1980b).
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FIGURA 9. Perfil da temperatura de por¢des do corpo de adultos de C. megacephala durante o comportamento
de termorregulagdo utilizando uma gota de saliva (n=20). A: Variacdo da temperatura durante comportamento de
termorregulacdo em um individuo. B: Queda na temperatura da gota em relacdo ao tempo que ela fica exposta ao
ambiente. C: Porcentagem deste comportamento sendo observada nas diferentes temperaturas de aclimatacao
(n=3). D e E:Média e porcentagem de individuos realizando comportamento a cada 15min ao longo do dia na

presenca ou auséncia de luz.

No entanto, este ato comportamental, que podemos definir como arrefecimento por
fluxo salivar, foi obtido com as moscas pousadas na auséncia de qualquer alimento e,
portanto, ndo pode ser associado com a utilizag¢do da saliva, para fins digestivos (OSCHMAN &
BERRIDGE, 1970; BAY, 1978), ou apenas para controle corporeo durante ou apos voo. Isto
acaba confirmando o uso de termorregulacdo pela gota de saliva, sendo que foi observada

uma correlacdo positiva entre a frequéncia do comportamento de arrefecimento salivar ¢ a
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temperatura ambiente (Figura 9C), em que a porcentagem de individuos exibindo este

comportamento era de 0% a 5 °C e chegou a 47,3% a 40 °C.
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FIGURA 10. Etograma em termografias mostrando a alteracio da temperatura durante a
realizag¢@o deste comportamento de termorregulagdo, durante 170s (cab-cabega; tor-torax;
abd-abdome).
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Como observado anteriormente (Figuras 7 e 8), os individuos exibem uma grande
termogénese na medida em que a temperatura do ambiente aumenta e comegam a entrar em
atividade (pré ou pds voo), que como observado, tem seu pico a 25 °C. No entanto, como
discutido anteriormente, nas temperaturas acima de 25 °C, a T°corp comega a sofrer uma
reduc¢do, chegando a ficar abaixo da T°amb em alguns momentos. Isso pode ser explicado da
seguinte maneira: mesmo apresentando uma grande termogénese durante a atividade e voo,
este calor pode ser dissipado sem problemas em temperaturas ambiente proximas a 25 °C,
mantendo a temperatura corporal elevada e compativel com o desempenho de suas atividades.
No entanto, quando a temperatura ambiente estd acima de 25°C, pode-se perceber uma
redu¢do da atividade de voo e consequentemente um aumento do comportamento de
arrefecimento salivar. Isto indica que se torna problematico dissipar a carga de calor
produzido por termogénese, a temperaturas acima de 25 °C. Em temperaturas mais elevadas,

as moscas tendem a cessar as suas atividades e priorizar a prevencao do superaquecimento.

Outro fator que atuou na frequéncia do comportamento de arrefecimento salivar foi o
fotoperiodo, o qual interferiu na atividade dos individuos. Por exemplo, sob as mesmas
condi¢des controladas, o simples ato de apagar as luzes, que faz com que os individuos
fiquem inativos, causou um aumento de mais de 100% no nimero de individuos exibindo o

comportamento, como pode ser observado na Figura 9D e 9E.

Como durante o periodo de inatividade, a ingestdo de fontes de energia é cessada, uma
resposta comum observada entre organismos ecto e endotérmicos, ¢ a diminui¢cdo da T°corp,
que, por sua vez, reduz o gasto de energia metabolica. Assim, o comportamento de
arrefecimento pelo fluxo de saliva também pode atuar neste sentido, para o diptero em
questdo. De fato, verificou-se que a frequéncia de arrefecimento salivar permanece elevada
durante o periodo de inatividade total, resultando em uma diminui¢do média e significativa da
temperatura corpérea em 3 °C (F= 312; p<0,001, n=250), quando se compara a T°corp na
atividade com luz e o repouso na auséncia de luz (Figura 11). Esta queda da temperatura pode
trazer grandes beneficios ao individuo, reduzindo o custo metabdlico durante o intervalo de
tempo no qual o mesmo nao possui acesso a fonte de alimento, ja que depende da luz para
obtenc¢do de informagdes do meio. No entanto, seria interessante avaliar futuramente o Q10
das taxas metabdlicas deste diptero em questdo, avaliacdes estas ndo realizadas no presente

trabalho.
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FIGURA 11. Variagdo da média de temperatura (n=250) e desvio padrdo das
diferentes por¢des do corpo de adultos de C. megacephala durante a atividade e
repouso na presenga e auséncia de luz.

Os individuos em repouso durante a presenca de luz, apresentaram uma temperatura
significativamente maior que os individuos em repouso na auséncia da luz (Figura 11). Vale a
pena ressaltar que em todos os casos, estes valores foram obtidos para o mesmo grupo de

individuos aclimatados em temperatura constante (27 °C) e umidade relativa (60 + 10%).

Desta forma, pode-se constatar que os adultos de C. megacephala apresentam um
comportamento de termorregulagdo, quando ocorrem alteragdes em alguns fatores abidticos,
como aumento da temperatura ambiente e auséncia de luz. No entanto, seria interessante testar
este comportamento alterando a umidade relativa no ambiente, e procurar relacionar também

com o gasto metabolico em diferentes temperaturas.

CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo mostraram alteragdes na temperatura das diferentes
fases do desenvolvimento de C. megacephala, quando influenciadas por tratamentos, como
por exemplo: presenca de drogas, alteragdes de fotoperiodo, alteracdes de substratos
alimentares, alteracdes de temperatura e variagdes temporais.

No estagio larval, pode-se observar que a presenca de larvas aumentou de forma distinta

a temperatura do conjunto agregado+substrato alimentar, de acordo com o efeito de cada



Capitulo 3 - Temperatura e termorregulacdo de(Jirysomya megacephala ()6

tratamento. A presenca de drogas aumentou a temperatura média em relacao ao tratamento
Dieta/larvas, principalmente nos primeiros dias do desenvolvimento. A alteracdo de
fotoperiodo também aumentou a temperatura média do conjunto, quando se compara com 0
tratamento Dieta/larvas. As larvas que se desenvolveram em carne, apresentaram uma grande
aceleracdo da fase larval, o que refletiu na maior termogénese, ou seja, a temperatura do
conjunto larvas+carne foi muito maior do que em todos os outros tratamentos.

Na analise dos adultos, pode-se concluir que a atividade de C. megacephala ¢ bastante
dependente da luz, e apresentou dois picos ao longo do dia, o primeiro logo apds a presenca
da luz e, o segundo, horas antes da luz se apagar, talvez devido a prépria temperatura do
ambiente ser um fator limitante aos adultos, quando a T°amb se torna bastante alta. Este fato
também foi comprovado, pois acima de temperaturas de 25 °C, a atividade dos adultos ¢
reduzida.

Em relagdo a atividade nos tratamentos com drogas e fotoperiodo, foi possivel observar
alteracdes na temperatura corporea principalmente nos tratamentos com presenca de drogas
ou se havia a presenca ou auséncia total de luz durante o desenvolvimento, ou seja, a luz
alterou o ciclo circadiano da espécie.

Em relagdo ao efeito da temperatura sobre os adultos de C. megacephala, pode-se
perceber que a atividade dos mesmos ¢ bastante alterada, diminuindo em temperaturas acima
de 25 °C e abaixo de 15 °C, sendo que o pico ocorreu em torno de 25 °C. Também foi
possivel descrever um comportamento interessante de termorregulagdo destes individuos, que
foi definido como arrefecimento pelo fluxo salivar, no qual o individuo podia reduzir sua
T°corp em ambientes com altas temperaturas ou durante momentos de inatividade, apds o

inicio da auséncia de luz no ambiente.
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CAPITULO 4
NEUROFISIOLOGIA DO SISTEMA VISUAL DE CHRYSOMYA MEGACEPHALA (F.)
(DIPTERA:CALLIPHORIDAE): INFLUENCIA DO FOTOPERIODO E SUBSTANCIAS QUIMICAS NA

RESPOSTA DO NEURONIO H1.
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RESUMO

A neurociéncia busca a compreensdo do sistema nervoso e de capacidades cognitivas do
ser humano e de animais, sendo uma das areas de pesquisa mais fascinantes nos dias atuais.
Porém, o estudo e a compreensao do sistema nervoso de qualquer animal permanecem sendo
um dos maiores desafios da ciéncia, por se tratar de um sistema bastante complexo, altamente
eficiente e com plasticidade. Esta dificuldade esta presente desde sistemas complexos como o
cérebro de um primata, até sistemas mais simples como o sistema nervoso de invertebrados,
porém com funcionamento semelhante aos dos primatas. Desta forma, inimeros trabalhos
procurando compreender o funcionamento do sistema nervoso vém sendo realizados com
invertebrados (insetos), pela facilidade metodoldgica que eles permitem, e tém contribuido
com importantes informagdes para a neurociéncia. Assim, o objetivo deste trabalho € procurar
dar contribuicdo a um melhor conhecimento de como alguns fatores no ambiente, durante o
desenvolvimento do diptero C. megacephala, poderiam afetar partes da percep¢ao sensorial,
avaliando-se a resposta do neurdnio H1 do sistema visual, durante seu estagio adulto. Este
estudo pode auxiliar na compreensdo da biologia e comportamento da espécie, o que pode
trazer beneficios nas diversas areas de estudo em que C. megacephala tem sua importancia.
Os fatores estudados foram: alteracdes de fotoperiodo (fotoperiodo OH e 24H) e a presenga de
substancias quimicas (Citalopram e Diazepam) durante estagios de desenvolvimento deste
diptero, além do efeito da idade dos adultos analisados, sendo realizado um tratamento
controle (Fotoperiodo 12h e com auséncia de drogas). Nenhuma diferenga foi constatada no
tempo de resposta do neurdnio H1 apds estimulagdo, entre todos os tratamentos. No entanto,
as moscas tratadas com alteragdes no fotoperiodo apresentaram menores taxas de disparo e
maiores tempos entre spikes neurais, ou seja, a auséncia ou presenca de luz deve ter alterado,
ou alguma via sensorial anterior a resposta do neurénio HI, ou a propria resposta desse
neurdnio. A presenca das drogas também reduziu as taxas de disparo e aumentou o tempo
entre spikes neurais, principalmente para os individuos mais jovens, talvez devido ao fato da
droga estar presente apenas durante o estagio larval, com efeitos persistindo apenas no inicio
da fase adulta. Pode-se observar também um aumento da taxa de disparos na medida em que
os individuos ficavam mais velhos, em todos os tratamentos.

Palavras chave: Moscas-varejeiras, neurociéncia, sistema visual, neurofisiologia,

neuronio H1.
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INTRODUCAO

A Neurociéncia ¢ uma area de pesquisa que abrange questionamentos sobre como 0s
sistemas nervosos sdo organizados, € como funcionam para gerar 0s comportamentos
(PURVES et al, 2004; LENT, 2005), procurando-se compreender como a informagdo ¢
transmitida do meio externo, captada por 6rgdos sensoriais € processada internamente nos
tecidos biologicos, ou seja, ao nivel celular neural (mensageiros quimicos e impulsos neurais)
(KANDEL et al., 2000; PURVES et al, 2004; LENT, 2005). A base celular do sistema nervoso
nos animais ¢ formada por células glia e neurénios, sendo bem maior a proporcao de células
glia em rela¢do aos neurdnios (LANE, 1985; KANDEL et al., 2000; PURVES et al, 2004; LENT,
2005). No entanto, o elemento funcional e basico do sistema nervoso ¢ o neurdnio, o qual
possibilita a transmissdo e o processamento da informag¢ao do meio externo, capturada pelos
receptores sensoriais e transmitida e processada pelo sistema nervoso central ou periférico
(KANDEL et al., 2000; PURVES et al., 2004).

Nos ultimos anos, diversos trabalhos estdo mudando conceitos e acrescentando
informacodes ao estudarem o sistema nervoso, ¢ dentre eles merecem destaque: a aceitagcdo da
neurogénese em adultos de diversos animais (CAYRE et al., 2002), trabalhos envolvendo
interface cérebro/maquina ¢ modelagem matematica (NICOLELIS, 2002; BRUNEL et al. 2003;
CANGELOSI & PARIS, 2004; GROSSEBERG et al., 2004; OzTtoprA et al., 2006; CHENG et al.,
2007; CHAMINADE et al., 2008) ¢ novas técnicas de gravagdo com multieletrodos (NICOLELIS
& RIBEIRO, 2002).

Uma das mais fascinantes areas de pesquisa nos dias atuais ¢ a compreensao e simulacao
de capacidades cognitivas do ser humano e¢ de animais. Uma possibilidade futura desta
compreensdo seria produzir maquinas capazes de exibir um comportamento inteligente, como
se fossem reagdes e emocdes humanas, trabalhos estes que permitiriam compreender melhor o
funcionamento deste sistema dindmico complexo, o que permitirda melhoras nos tratamentos
de doengas, deficiéncias motoras ou sensoriais ¢ na obtencao de ferramentas mais sofisticadas
na area de tecnologia (NICOLELIS, 2002; DE CASTRO & Timwmis; 2002; BRUNEL et al. 2003;
Kmm et al., 2003; RIND, 2004; DE CASTRO & VON ZUBEN, 2004; CHENG et al., 2007;
CHAMINADE et al., 2008). Assim, a natureza esta servindo como fonte de inspiragdo para a
computacao, robdtica, e inversamente, os resultados obtidos tém contribuido para o melhor
entendimento da biologia, sendo que estes estudos sdo definidos como bio-inspirados.

No entanto, até 0 momento, muitas caracteristicas cognitivas do cérebro humano ou de

animais ainda ndo puderam ser reproduzidas por meio de mdaquinas e suas linguagens
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matematicas, devido a alta complexidade desta rede biologica existente no cérebro, além de
varidveis ainda ndo conhecidas e necessidade de maiores avancos na tecnologia a ser
empregada (KOCH & LAURENT, 1999; BASAR & GUNTEKIN, 2007). Desta forma, o estudo e a
compreensao do sistema nervoso permanecem sendo um dos maiores desafios da ciéncia,
devido a sua alta complexidade e plasticidade (KOCH & LAURENT, 1999). Esta dificuldade
estd presente desde sistemas complexos como o cérebro de um primata, até sistemas mais
simples como o sistema nervoso de invertebrados (CHRISTENSEN, 2004), porém com
funcionamento semelhante ao dos primatas. Desta forma, inimeros trabalhos procurando
compreender o funcionamento do sistema nervoso vém sendo realizados com invertebrados
(insetos), pela facilidade metodoldgica que eles permitem, e tém contribuido com importantes
informagdes para a neurociéncia (CHRISTENSEN, 2004).

Entre os animais, o cérebro de um primata, como o humano, apresenta bilhdes de
neurdnios, os quais se interligam por milhares de conexdes, apresentando assim um sistema
de rede bastante complexo e que possui grande eficicia e capacidade de processamento
(KocH & LAURENT, 1999; KANDEL et al., 2000; LENT, 2005). Ja em invertebrados, dentre
eles os insetos, o numero de neurdnios € bem menor, mas a complexidade do sistema nervoso
ainda ¢ bastante alta (CHAPMAN, 1998; BORST & HAAG, 2002).

Devido a complexidade cerebral, estudos multidisciplinares unindo diversas dareas
cientificas para compreensdo e interpretacdo de informagdes obtidas deste sistema, sdo
necessarios na neurociéncia (BRUNEL et al. 2003). Existem inumeros trabalhos que procuram
analisar a forma como a informacao do exterior, captada por sistemas sensoriais, ¢ transmitida
para o sistema nervoso central e processada nesta imensa rede bioldgica. Dentre estes
trabalhos, estudos envolvendo o sistema Optico, a transmissao da informacgao, € como ocorre o
processamento e tradugdo desta informagdo no sistema nervoso central, vém sendo
amplamente realizados (STAVENGA, 2004), sendo que animais modelos que vém sendo
utilizados nestes estudos sdo insetos da ordem Diptera, familia Calliphoridae, pela facilidade
metodoldgica que eles oferecem (STEVENICK et al., 1997; STRONG et al., 1998; STAVENGA,
2004; GuIDo et al., 2006).

Assim, os estudos do processamento da informagdo em redes neurais bioldgicas sdao de
grande interesse na neurociéncia, pois permitirdo a compreensdo sistémica de processos
envolvidos na complexidade deste tecido biologico. Porém, ha a necessidade de estudos que
permitam a integracdo de resultados bioldgicos de diferentes niveis celulares, desde o nivel

celular até estudos sensoriais de animais in vivo.
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Os insetos, assim como todos os animais, possuem multiplos canais sensoriais que
extraem a informagdo do meio externo e a convertem em respostas comportamentais e
memoria (HOMBERG, 2005). A maioria dos neurdnios nos insetos sdo monopolares, ou seja,
possuem uma unica projecao no corpo celular; ja as células periféricas sao bipolares,
recebendo estimulos do ambiente e transmitindo para um ganglio central. Algumas células
multipolares que possuem muitas ramificacdes ocorrem nos ganglios do sistema nervoso,
recebendo inimeras informagdes oriundas do ambiente, informagdes estas que sdo
transmitidas por neuronios bipolares (CHAPMAN, 1998).

Assim, a compreensdo de como a informacdo ¢ transmitida e processada entre os
diferentes sistemas sensoriais dos animais ¢ de extrema importancia, € na maioria deles, a
visdo merece especial atencao, sendo que seu processamento € bastante complexo (CALVERT,
2001; EGELHAAF et al., 2004). Os insetos, particularmente os dipteros, possuem um sistema
visual bastante elaborado, constituido por um par de olhos compostos cobrindo a maior parte
da cabecga e geralmente trés ocelos, posicionados na por¢ao superior da mesma (CHAPMAN,
1998, RUPPERT & BARNES, 2005; STAVENGA, 2004).

Os olhos compostos apresentam milhares de omatideos, os quais sao formados por um
aparato dioptrico, com lentes e células fotorreceptoras, que recebem a informagdo do
ambiente e induzem sinais elétricos neurais. Pela grande quantidade de omatideos, o
processamento desta informacao obtida pelo estimulo luminoso € complexo e necessita de
uma grande eficiéncia e rapida resposta comportamental e motora dos insetos, pois os insetos
em geral fazem um wuso eficiente da informagdo visual durante, por exemplo, o
comportamento de acasalamento (LAND & COLLET, 1974; WAGNER, 1986; BOEDDEKER et al.,
2003; BOEDDEKER & EGELHAAF, 2003) e também na localizacdo espacial, no caso especifico
de abelhas (ESCH & BURNS, 1996; SRINIVASAN et al., 2000; EscH et al., 2001).

Esta extraordinaria capacidade ¢ possivel apesar da presenca de um pequeno nimero
relativo de neurdnios presentes no cérebro dos insetos, os quais processam as imagens da
retina de uma forma surpreendentemente rapida (EGELHAAF et al., 2004). Alguns dos animais-
modelo que vém sendo utilizados nestes estudos do sistema visual, sdo as moscas-varejeiras
(STEVENINCK et al., 1997; STRONG et al., 1998; STAVENGA, 2004; GUIDO et al., 2006). Nestes
dipteros, a informacdo ¢ captada pelos omatideos e suas células fotorreceptoras, sendo a
mesma transmitida a neurénios que a recebem de forma integrada (CHAPMAN, 1998;
STAVENGA, 2004). Estes neurdnios sdo ativados por diferentes tipos de estimulos visuais. No

caso destes insetos, um dos principais neuronios utilizados nos estudos ¢ o HI1, que se
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encontra na placa lobular logo atras dos fotorreceptores e corresponde a regido do cortex em
primatas (STAVENGA, 2004).

Por ser um sentido que serve como guia para comportamentos, em praticamente todos
os animais, o processamento da informagdo visual e interpretagdo pelo cérebro apresentam
grande complexidade, devido a flutuagdo dos padrdes da imagem quando o animal se
movimenta no ambiente, ou seja, existe uma entrada de informacgdo espago-temporal
complexa (EGELHAAF et al., 2004).

Desta forma, o estudo da neurofisiologia destes dipteros pode auxiliar bastante na
compreensdo da complexidade do sistema nervoso em insetos, caracterizando assim, a
importancia dessas moscas também em estudos envolvendo as neurociéncias, além de outros
fatores descritos a seguir.

As moscas-varejeiras, como C. megacephala tém grande importancia médico-sanitaria
(ZumpT, 1965; GUIMARAES et al., 1983; FURLANETTO et al. 1984), além de serem de
fundamental importancia em entomologia forense (WELLS & GREENBERG, 1992; VON ZUBEN
et al., 1996; GOMEs et al., 2003;). Esta espécie apresenta uma grande importancia nos estudos
forenses, por ser uma das mais abundantes e que primeiro chegam aos corpos em
decomposicdo (GUIMARAES et al., 1978) e também por se alimentar dos mesmos durante seu
estagio larval, podendo assim indicar o intervalo pds-morte (IPM) (SMITH, 1986; CATTS &
GOFF, 1992), que envolve a dedugdo do intervalo de tempo minimo e maximo entre a morte e
a descoberta do corpo (CATTS & GOFF, 1992), dado de extrema importancia nas investigagdes
médico-criminais.

Diversas drogas licitas ou ndo, utilizadas direta ou indiretamente, vém sendo
encontradas em cadaveres, devido ao abuso no uso e podendo estar relacionadas a causa da
morte (CONACHER & WORKMAN, 1989; DE CHATEAU, 1990; POPE & KATZ, 1994; ALUNNI-
PERRET et al., 2003). Os insetos que se alimentam do substrato em decomposi¢do durante seu
desenvolvimento, podem ter o desenvolvimento alterado pela presenca de drogas (CATTS,
1992; CATTS & GOFF, 1992). Caso haja a presenca de alguma substancia quimica no substrato
de alimentacdo larval, esta pode atuar sobre os individuos interferindo nos processos de
transmissdo neural, inibindo ou ativando os mensageiros quimicos, causando mudangas
fisiologicas, no desenvolvimento e no comportamento dos organismos em contato com a
mesma (HAYNES, 1988; OMOTO, 2000), mudangas estas que podem prejudicar a estimativa do
IPM (CATTS, 1992; CATTS & GOFF, 1992).
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Assim sendo, os estudos toxicoldgicos para se verificar a presenca de drogas no cadéver,
e o efeito destas drogas nos insetos, sdo extremamente importantes para a ciéncia forense,
sendo que se podem observar diferentes efeitos de drogas distintas nas diferentes espécies de
insetos necrofagos (CATTS, 1992; GOFF & LORD, 1994; SADLER et al., 1997; GOFF et al.,
1997; BOUREL et al., 2001; O’ BRIEN & TURNER, 2004; PIEN et al., 2004; CAMPOBASSO et al.,
2004). Estes estudos envolvem a entomotoxicologia, ciéncia que procura quantificar e analisar
o efeito de diferentes drogas sobre os insetos e também na taxa de desenvolvimento larval
(GOFF & LORD, 1994; INTRONA et al., 2001), que ¢é de grande importancia em uma estimativa
mais precisa do intervalo pds-morte (IPM).

No presente trabalho, procurou-se avaliar a atividade de um neurdnio sensivel a
movimentos horizontais, neurénio H1, como resposta a um estimulo dependente do tempo,
presente no duto optico do sistema visual da mosca-varejeira C. megacephala. Os dipteros em
geral despertam grande interesse nos estudos cientificos devido ao grande niimero de espécies
descritas, facil manutencao sob condi¢des experimentais, rapida producao de grande niimero
de descendentes, além de permitirem a realizagdo de horas de aquisig¢oes eletrofisiologicas in
vivo. Além disso, a escolha deste animal deve-se também ao fato de que certos estagios do
sistema visual da mosca ja serem bastante conhecidos e alguns de seus neuronios serem
identificados e exaustivamente estudados ha décadas (HAUSEN, 1981; HAUSEN, 1982ba;
HAUSEN 1982b; HAAG et al, 1999; HAAG & BORST, 2001; FRYE & DICKINSON, 2001; BORST
& HAAG, 2002; FARROW et al. 2003).

Apesar do extenso conhecimento de sua morfologia, o desempenho coletivo de seus
neuronios, capazes de processar informacao sensorial e reagir em alguns milésimos de
segundos, ainda ¢ algo ndo completamente entendido (HUSTON & KRAPP, 2008; HOUGHTON
& SEN, 2008; HAAG & Borst, 2008; NEMENMAN, 2008; SPAVIERI, 2009; KraprP, 2009;
KURTZ, 2009). Quando um animal necessita se locomover, desviar de obstaculos, localizar um
predador ou uma presa, ele utiliza a informacao visual que chega na forma de padrdes do
fluxo optico, que permitem ao animal estimar seu proprio movimento e relacionar com o
movimento de outros objetos em seu campo visual. A mosca utiliza esta informacdo visual e
seus mecanismos de voo extremamente eficientes para ajustar sua velocidade e realizar
impressionantes acrobacias aéreas (LAND & COLLET, 1974; BUELTHOFF et al., 1980;
WEHRHAHN et al., 1982; WAGNER, 1985). Ou seja, o cérebro da mosca ¢ capaz de codificar e
utilizar uma grande quantidade de informag¢do visual em uma curta escala temporal, mesmo

seu aparato cerebral sendo extremamente simples se comparado ao cérebro de outros animais
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e de humanos, possuindo apenas aproximadamente um milhdo de neurénios comparado aos
100 bilhdes estimados no cérebro humano.

Estas propriedades impressionantes de voo fizeram com que as moscas fossem
estudadas com bastante frequéncia nas ultimas décadas, tanto em relagdo aos seus aspectos
aerodindmicos como neurofisiologicos (LAND & COLLET, 1974; BUELTHOFF et al., 1980;
WEHRHAHN et al., 1982; HAUSEN, 1982; WAGNER, 1985; DICKINSON et al., 1999; FRYE, 2001;

BORST & HAAG, 2002; FERNANDES et al., 2010).

O sistema visual da mosca — neurdnio H1

As moscas possuem uma excelente capacidade de voo, caracteristica importante que
auxilia na fuga de predadores e na perseguicao de parceiros para a reprodugdo, garantindo a
manuten¢do da espécie, sendo que a principal informagdo obtida do meio durante a
movimentacao no voo ¢ a luz, por meio de um sistema visual bastante eficiente.

Anatomicamente ¢ morfologicamente, o sistema visual da mosca pode ser dividido em:
Olho Composto, Lamina, Medula, Lébula e Placa lobular. Este sistema envolve a captagao de
informacdes sensoriais por exterioceptores € gera respostas neuromotoras adequadas dos
musculos envolvidos com o voo deste inseto (FRANCESCHINI, 1982; HAUSEN, 1982; FRYE,
2001).

Dentre essas estruturas, os olhos compostos sdo os responsaveis pelo inicio do
processamento, captagdo e transducdo da informagdo da onda eletromagnética em impulsos
elétricos no sistema visual. Para isto, os olhos sdo formados por uma rede hexagonal de
aproximadamente 5 mil omatideos (SUKONTASON et al., 2008), e cada um com oito células
fotorreceptoras (R1-R8) sensiveis a comprimentos de onda na regido do ultravioleta, azul e
verde (HARDIE, 1979; HARDIE, 1985; BRISCOE & CHITTKA, 2001; HAUSEN, 1982a). Estas
células fotorreceptoras fazem a transducdo da luz em sinais elétricos, por meio de
despolarizagdo de membranas (TATLER, et al. 2000; SCHWERMER, 1989; VoGT &
KIRSCHFELD, 1984; VOGT, 1983).

Ap0s esta conversdo em sinais elétricos, a Lamina recebe parte destes sinais € comeca a
processar a informacao, ou seja, apenas a variagdo da intensidade luminosa em relagdo a sua
média ¢ codificada (LAUGHLIN, 1982 e 1989), processo importante devido a variacdo da
intensidade da luz ao longo do dia. Ou seja, a Lamina ¢ responsavel pelo empacotamento da
informacao visual, oferecendo sinais mais robustos para os niveis superiores de

processamento.
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Toda esta informagao pré-processada pela Lamina se torna o sinal de entrada da Medula,
a qual estd ligada a computacdo e extragdo de pardmetros visuais tais como dire¢ao,
orientagdo, velocidade e contraste (STRAUSFELD, 1982; LAUGHLIN, 1982; DOUGLASS &
STRAUSFELD, 2003b). A informagao de saida de cada coluna medular se bifurcara para a
l6bula e coluna lobular. Estudos mostram que alguns neuronios da l6bula estdo associados a
campos receptivos pequenos, ou seja, detectam a movimentagdo de pequenos objetos no
campo visual. Os neurdnios com esta caracteristica na Lobula s estdo presentes em moscas
do sexo masculino (STRAUSFELD, 1982; DOUGLASS & STRAUSFELD, 2003a e b), que
desempenham melhor o comportamento de fuga que as fémeas (LAND & COLLETT, 1974).

Ja a Placa Lobular ¢ responsavel pela detecgao de movimentos de campos receptivos
amplos e na estabilizagdo do voo (HAUSEN, 1982a), e ¢ composta por cerca de 60 neuronios
gigantes conhecidos como Cé¢lulas Tangenciais da Placa Lobular, sendo agrupados e
nomeados de acordo com sua resposta perante estimulos externos. Neste estudo, avaliou-se a
resposta do Neurénio HI, presente na Placa Lobular, o qual ¢ sensivel a movimentos
horizontais de tras para frente da cabega da mosca. O tipo de resposta do neurdnio H1, € tnica
dentro da Placa Lobular, o que torna inequivoca sua deteccao.

A resposta deste neurdnio H1 se da na forma de potenciais de acdo ao longo do axdnio e
pelas fibras dendriticas que se estendem pelo hemisfério oposto ao do seu corpo celular. Desta
forma, o tipo de aquisi¢do realizado no presente trabalho, foi uma resposta ipsilateral (Figura
1). Ou seja, a aquisi¢do ¢ feita no hemisfério oposto ao da estimulacdo, com movimentos
horizontais de tras para frente da cabeg¢a da mosca, sendo que movimentos opostos causam a
inibicao do sinal. Apos a despolarizagdo do neurénio H1, este demora em torno de 2ms para
se repolarizar, ou seja, apresenta um periodo refratdrio de 2ms. Desta forma, existe um
intervalo minimo de 2ms (bin) entre cada disparo, o qual foi tomado como unidade de tempo

padrao na exposi¢ao de alguns dados.
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FIGURA 1. Sensitividade dos neurdnios H1 (16bulos direito e esquerdo, respectivamente), baseado em HAUSEN
(1982a).

A transmissdo de diferentes informagdes pelo H1 so6 ocorre pela alteragdo do tempo
entre os potenciais de acdo (spikes), ou seja, a caracterizacao da informacao ¢ feita pela lista
dos tempos em que os spikes ocorrem, sendo que esta sequéncia ¢ conhecida como trem de
pulsos (DAYAN & ABBOTT, 2001; RIEKE, 1999).

Desta forma, muitos trabalhos focaram nos processos envolvendo o voo de dipteros e a
percepcao sensorial do ambiente; no entanto, estes processos ainda estdo longe de serem
totalmente compreendidos. Diversos trabalhos ja estudaram o neurdnio H1, ¢ hoje em dia o
mesmo ¢ modelo de estudos consolidados em neurociéncia (LAND &COLLET, 1974;
BUELTHOFF et al., 1980; HAUSEN, 1982; WEHRHAHN et al., 1982; WAGNER, 1985; DICKINSON
etal., 1999; FrRYE, 2001; BORST & HAAG, 2002; FERNANDES et al., 2010).

A escolha de C. megacephala para o presente estudo apresenta algumas vantagens,
como: um unico neurdénio pode ser localizado e identificado em diferentes moscas;
possibilidade de aquisi¢des in vivo de grande quantidade de estimulos que podem ser
reproduzidos em laboratorio; os comportamentos complexos do voo e percepgdo visual sdo
orquestrados por uma populacdo limitada de algumas centenas de milhares de neurdnios. A
organizacao modular desses neurdnios em canais paralelos claramente delineados € notavel: a
retina ¢ constituida por uma rede geométrica de omatideos, cujo ordenamento impera por

quatro camadas sucessivas de neurdnios, através de projegdes ordenadas dos axonios, por isso
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denominadas projecdes retinotopicas. Assim, cada neurénio pode ser estudado dentro de seu
contexto espacial, permitindo em tese a reconstrucdo das imagens neurais, nivel a nivel do
processamento — o que seria impossivel em um mamifero, por exemplo (HAAG & BORST,
2008); além de tudo isto, a facilidade de utilizar a neurogenética ja bem descrita em

Drosophila melanogaster, para auxiliar esses estudos.

OBJETIVOS

O objetivo bdasico deste trabalho foi procurar dar contribuigdo a um melhor
conhecimento de como alguns fatores no ambiente, durante o desenvolvimento de C.
megacephala, poderiam afetar processos da percepc¢ao sensorial (visdo) durante seu estagio
adulto. Este estudo pode auxiliar na compreensao da biologia e comportamento da espécie, o
que pode trazer beneficios para estudos em diversas areas, envolvendo C. megacephala.

Procurou-se investigar aspectos da neurofisiologia sensorial em adultos de C.
megacephala, considerando os diferentes tratamentos sob o aspecto quantitativo, qualitativo e
temporal, sendo este tipo de investigagdo fundamental para se predizer:

- se os individuos nos estdgios larvais sob a influéncia dos diferentes tratamentos
(alteragdo no fotoperiodo e presenca de drogas) desenvolvem adultos com algum tipo de
alteragdo na percepgao sensorial, € mais especificamente, com alteragdes visuais na percepgao
de estimulos de movimentagao horizontais;

- se os individuos com diferentes idades, que se desenvolveram com auséncia total de
luz, ou com presenga constante de luz, apresentam alteragdes na resposta aos estimulos;

- se a presenca de substancias quimicas alterando o desenvolvimento do individuo,
durante estagios anteriores de seu ciclo, poderia acarretar em alteragdes na percepgdo do

ambiente, pelo adulto resultante;

MATERIAL E METODOS
Coleta e manutencéo dos espécimes sob condigdes experimentais
Exemplares adultos de C. megacephala foram coletados no Instituto de Biociéncias da
UNESP, em Rio Claro, SP. Foi utilizada como isca, matéria organica de origem animal em
decomposicdo, e os exemplares coletados foram mantidos em gaiolas teladas em sala
climatizada a 27+1 °C), umidade relativa (UR) de 60 + 10% e fotoperiodo de 12hs.
A alimentacdo oferecida aos adultos foi de acucar, 4gua e figado bovino, sendo este

ultimo destinado para o fornecimento proteico necessario para o desenvolvimento ovariano
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das fémeas adultas (LINHARES, 1988). Carne bovina moida foi usada como substrato para
oviposi¢do das fémeas gravidas (parentais); estes ovos foram utilizados para producdo da
geracdo F;. Somente a geracdo F, foi utilizada nos experimentos, por ser progénie de uma
que teve todo o seu desenvolvimento sob condi¢des experimentais, procurando desta forma,
reduzir influéncias de outros pardmetros ambientais que poderiam alterar a resposta do inseto
e/ou dificultar a analise dos resultados obtidos.

Como substrato alimentar para desenvolvimento larval nos diferentes tratamentos, foi
utilizado: meio artificial a base de leite em po, agar, levedura de cerveja, nipagin e caseina,
preparado de acordo com LEAL et al. (1982). Em alguns tratamentos, houve a adigdo de
substancias quimicas de importancia forense: ansiolitico [Diazepam] e antidepressivo
[Citalopram].

No caso do ansiolitico (Diazepam), foi adicionada na dieta artificial a DL50
(intravenosa) de coelho, ou seja, 9 mg/Kg [73,6mg de Diazepam em 125¢g de dieta] (NIOSH,
2004), e no caso do antidepressivo Citalopram foi utilizada a dose de 18mg/kg [8,3mg de
Diazepam em 125g de dieta], observada em casos de overdoses em humanos (WORM et
al.,1998; JONASSON & SALDEEN, 2002). Foi utilizada apenas uma dosagem de cada uma das
drogas na dieta artificial, ou seja, a letal, sendo que ao controle, ndo foi adicionado nada a
mais do que o presente na dieta de LEAL et al. (1982).

Os ovos desta espécie foram depositados pelas fémeas (F;) em macerado de carne
moida, sendo que imediatamente ap6s a postura, os ovos foram separados e mantidos em
BOD (temperatura de 27+1 °C, umidade relativa 60+10%) até a eclosdo das larvas, para a

formacao das densidades larvais nos diferentes tratamentos.

Foram realizados dois grupos de tratamentos:
1. efeito de substancias quimicas (Controle(CD), Citalopram(Cit) e Diazepam(Diaz));
2. efeito de fotoperiodo (Controle-12h(CD), Claro-24h(Cla) e Escuro-Oh(Esc));

Os tratamentos foram os seguintes:

1.Controle — 300 larvas + 125g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo de 12 horas.

2.Diazepam - 300 larvas + 125g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo de 12 horas + 73,6mg de Diazepam.
3.Citalopram - 300 larvas + 125g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo de 12 horas + 8,3mg Citalopram.
4.Claro - 300 larvas + 125g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo de 24 horas.

5.Escuro - 300 larvas + 125g dieta oligidica (LEAL et al., 1982) - fotoperiodo de 0 horas.
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As fémeas adultas que emergiram dos tratamentos foram separadas, mantidas em gaiolas
e submetidas a métodos de eletrofisiologia, em trés periodos ao longo da sua vida no estadgio
adulto (recém-emergidas 3-5 dias; 15 dias e 30 dias). Foi utilizado um microeletrodo acoplado
em um suporte, o qual foi inserido na placa lobular préoxima ao cérebro, para avaliacdo da
transmissdo do impulso no neurdénio H1 do sistema visual. Para este experimento, contou-se
com o apoio do Laboratorio Dipteralab (Laboratério de Neurofisica) do Instituto de Fisica de
Sado Carlos (IFSC) da Universidade de Sao Paulo (USP), Campus de Sado Carlos, sob a
coordenagdo do Prof. Dr. Roland Koberle. As aquisi¢des de dados foram realizadas em
periodos diurnos em temperatura média de 24,3 + 1,3 °C, umidade 52,0 £+ 6,4% e luminancia
de 43,5 £ 12,21ux.

Na Figura 2, ¢ possivel observar imagens e esquemas da metodologia utilizada durante a
experimentacdo, além da anatomia da via sensorial envolvida na codificagdo da informagao

visual no sistema nervoso de moscas.
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Figura 2. Imagens e esquemas do experimento. A e B: Esquemas da organizagio basica do sistema visual da
mosca baseado em HAUSEN (1982). Os dois olhos compostos (RE) estdo conectados ao cérebro pelos dois
lobulos opticos, cada um contendo sucessivos neuropilares visuais (LA: lamina, ME: medula, LP: placa lobular,
LO: 16bula) e dois quiasmas (CHE: quiasma externo, CHI: quiasma interno). Os neuropilares visuais sdo
constituidos por colunas (indicadas por linhas finas) arranjadas retinotopicamente (indicadas pelas setas nos
neuropilares do l6bulo optico do lado direito). O trajeto Optico principal no cérebro e para o ganglio toraxico sao
marcados por setas. Demais abreviacdes: ADMN, PDMN: Nervo metatoraxico dorsal anterior e posterior; CC:
conexao cervical; COM: comissura central; FOC: foco Optico anterior e posterior; POT: trato optico posterior;
PR, MS, MT: neurbmeros pro-, meso- ¢ metatoraxico do ganglio toraxico (HAUSEN, 1982). C e D: Parte
posterior da cabeca da mosca logo apds microcirurgia € no canto inferior direito pode observar o fio de
referéncia. Em C pode observar porgdo a porgdo da placa lobular e possivel localizagdo de porgdes do neuronio
H1, imagem adaptada de CASTRO (2008). E: Monet utilizado na estimulagdo, mesmo utilizado por FERNANDES
(2010). F: Imagens dos frascos para manutengdo dos tratamentos durante aquisi¢des no DipteralLab (USP - Sdo
Carlos). G e H: Equipamentos para aquisi¢do dos dados neurofisiologicos, além da lupa e mesa com monitor
para estimulacdo dos individuos. I e J: Moscas pronto para obtencdo dos dados, com micro eletrodo ja inserido.
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Dados obtidos e analisados entre os tratamentos

Para a andlise dos dados obtidos da neurofisiologia do neurénio H1 nos diferentes
tratamentos, foram utilizados:

Tempo de resposta — Delay time: foi obtido para cada um dos tratamentos ¢ repetigoes,
representando o tempo entre o estimulo e a resposta de despolarizagdo do neurénio H1. Foi
obtido também o tempo de resposta dos 3 primeiros spikes neurais, para comparagdes entre 0s
tratamentos;

Histograma dos intervalos entre spikes- ISI: O histograma dos intervalos entre dois
spikes consecutivos (ISI - Interspike Interval) ¢ uma estatistica util para caracterizar alguns
padrdes na resposta neural. Com a mesma, ¢ possivel conhecer a probabilidade de ocorréncia
de todos os intervalos registrados. Em uma resposta neural com N spikes, o ISI fornece a
distribuicdo dos intervalos interspikes separados por um intervalo de tempo At, para os N —1
intervalos interspikes existentes. No HI, At pode variar de 2ms - periodo refratario do

neuronio - até¢ algumas dezenas de milissegundos;

Taxa de Disparo e informacao: foi obtida a média do niimero de disparos ocorridos, n,
em um certo intervalo de tempo T, também conhecida como taxa de disparo baseada na

contagem (Spike count rate), além da informagao transmitida por intervalo de tempo (bits/s);

Todas estas varidveis foram comparadas nos diferentes tratamentos e idade dos adultos
de C. megacephala, buscando-se um padrdo. A comparagao foi feita por métodos estatisticos:
testes de ANOVA fatorial foram utilizados, além de andlises graficas. Foram utilizados os
programas Scilab® versdo 5.3.3 para célculos das variaveis e montagem de graficos, além do
programa estatistico SAS®.

Estas variaveis calculadas foram obtidas da resposta do neurdnio HI1 do sistema visual

de fémeas adultas de C. megacephala.

Montagem para aquisi¢éo neurofisiologica do neurdnio H1 nos tratamentos

O sistema em andlise, como foi descrito, ¢ formado por milhares de células neurais e os
experimentos foram realizados da seguinte forma: a mosca viva (utilizou-se apenas fémeas)
foi fixada com cera em um suporte para facilitar a manipulagdo; logo apds, a sua cabeca foi
levemente inclinada facilitando o acesso a regido posterior da cabeca, para a realizacao de
uma microcirurgia, na qual foi retirada uma pequena por¢do do exoesqueleto e de tecido

gorduroso, apenas para expor o cérebro e a regido principalmente da placa lobular, e assim,
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permitir as medidas in vivo (Figuras 2A, B, C, D, I ¢ J). Apenas durante a montagem com as
moscas do tratamento Escuro, foi tomado o cuidado de oferecer a informagdo luminosa
apenas durante a aquisicdo dos dados; desta forma, a intensidade luminosa na sala de
preparagao foi reduzida e utilizou-se uma fonte de luz vermelha (moscas insensiveis a este
comprimento de onda, segundo HARDIE, 1979; HARDIE, 1985; BRISCOE & CHITTKA, 2001;

HAUSEN, 1982a), durante toda a manipulagdo até o inicio da aquisi¢ao.

Na placa lobular, situam-se quatro sinapses atras dos fotorreceptores, que possuem
varias dezenas de neurdnios sensiveis a movimentos horizontais e verticais, com a finalidade
de controlar a estabilidade do voo da mosca. Dentre estes neuronios, o neurdnio H1 responde
a movimentos horizontais, integrando a informacao provinda dos 10.000 omatideos dos olhos
compostos. O neuronio gera impulsos, possibilitando a realizacdo de registros extracelulares
na mosca viva. Para isto, utilizou-se eletrodo de Tungsténio e foram registrados os tempos de
geracdo dos pulsos em sincronia com o estimulo, sendo que este tltimo consiste de uma cena
visual, que se movimenta rigidamente na direcdo horizontal. A referéncia do sistema de
aquisicao foi fornecida por um fio de prata colocado na hemolinfa, no canto inferior da
cabeca. O modulo de geragdo de estimulos visuais utilizado foi o Visual Stimuli Image
Generator (VSImG),bastante utilizado para realizar experimentos no Dipteralab-IFSC — USP.
Este sistema apresenta a mosca uma imagem gerada por um monitor de deflexao eletrostatica
(Tektronix 608), composta por um bitmap com diferentes niveis de contrastes, atualizada a

uma taxa de 500 quadros por segundo.

Gerador de estimulos visuais

Apds esta montagem e durante o inicio da aquisi¢do de dados, os individuos eram
mantidos em uma por¢ao da sala totalmente escura a uma distancia de aproximadamente 6¢cm
de um unico monitor de deflexdo eletrostatica (Tektronix 608), posicionado na porcao
esquerda da cabega da mosca (Figura 2G, H, I e J). O monitor exibia uma imagem com
diferentes niveis de contrastes em movimentagdo horizontal, ja que havia interesse apenas em
estimular a mosca com contrastes horizontais. A imagem era composta por 256 X 256 pixels,
denominada “monet” (Figura 2E), sendo o mesmo monet utilizado por FERNANDES et al.
(2010), a qual deslocou rigidamente no eixo horizontal em intervalos de 2ms, e com taxa de
varredura vertical de S00Hz, muito superior a encontrada em monitores convencionais (60-

85Hz), o que ¢ suficiente para humanos terem a sensa¢do de movimento continuo da imagem.



Capitulo 4- Neurofisiologia do sistema visual de (hirysomya megacepfiala 198

No entanto, devido a pressao seletiva no ambiente, e sua forma de deslocamento, o sistema
visual de moscas ¢ capaz de detectar movimentos em menor escala temporal que a observada
nos humanos. Desta forma, foi necessario utilizar estimulos com taxa de atualizagdo na escala
temporal do H1, o qual apresenta periodo refratario de 2ms (STEVENINCK & BIALEK, 1988). O
sistema foi 0 mesmo descrito e desenvolvido por ALMEIDA (2006), e utilizado por CASTRO
(2008) ¢ FERNANDES et al.(2010).

Tratamento do sinal neural

As etapas e os tratamentos do sinal neural, durante a aquisi¢do para obtencdo dos

tempos dos spikes neurais do neurdnio H1 estdo ilustrados na Figura 3.

Front End Analdgico

REGISTRO DOS TEMPOS
N DE OCORRENCIA
AMPLIFICACAO

FILTRAGEM “| *Monitor de Audio Hardware Digital pC
1 | Dedicado
"Head-Stage "Pré-Amplificador “Filtro Passa Banda l)ISCR|M|NACAO
PC
| PA-300Hz PB-7KHz “Discriminador " s Hospedeiro
Ls L FLMax
—| GND > st
=l X100 X100
t‘s-gr te Superior Prog
Limite Infenor C ik
"Micro-eletrodo SPKin onreie
EstimuioVisual Front End Analégico
WA oS Y
L 4 0 01001001001
: 00010100100
[ R e 00011001110
AR 00101010000

L_~ Sinal do Neurdnio i
Referéncia timestamps

CAPTAGAO

Figura 3. Etapas de aquisi¢do do sinal neural. Adaptado de ALMEIDA (2006).

A captacdo do sinal dos impulsos neurais foi realizada de forma extracelular, sendo que
na hemolinfa, a diferencga de potencial da membrana durante os disparos no neurénio HI caem
de dezenas de milivolts para aproximadamente 20 a 100uV. Além disto, foram utilizados
micro-eletrodos de alta impedancia entre 2-5M£, o que possibilita uma boa seletividade do
sinal em meio a dezenas de neurdnios. No entanto, um micro-eletrodo capta junto com o sinal
do neur6nio HI, diversos ruidos presentes no sistema, como: neurdnios vizinhos,
despolarizagao de sarcolemas e células musculares, ruidos térmicos, sistema traqueal, além de
ruidos eletromagnéticos externos, como lampadas, equipamentos eletronicos, etc. Desta
forma, ¢ necessario um tratamento no sinal captado, que foi descrito e desenvolvido por

ALMEIDA (2006), ¢ utilizado por CASTRO (2008) ¢ FERNANDES et al. (2010).

Assim, primeiramente foi feita uma amplificacdo dos sinais por meio de amplificador

diferencial (INA111-BurrBrow e opa604 — BurrBrown) préximo ao microeletrodo, localizado
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no headstage (ALMEIDA, 2006; CASTRO; 2008; FERNANDES; 2010, FERNANDES et al.; 2010),
que apresentava duas entradas: o micro-eletrodo préximo ao neurénio H1 e um fio de
referéncia na hemolinfa dentro da cabeca, que permite uma reducdo de ruidos comuns. Tal
sistema ainda possuia filtros passa alta, para frequéncias acima de 300Hz. Tal sistema descrito
anteriormente ja gerava uma amplificacdo de 100x na saida do sinal. Logo em seguida,
utilizou-se um amplificador (OPA604 — BurrBrown) de baixo ruido, gerando novamente uma
amplificacdo de 100 vezes. Desta forma, apoés a amplificagdo, o sinal captado tem

aproximadamente 1V, facilitando a sua observagao.

Apo6s a amplificagdo, é necessaria uma filtragem e para tanto, foram utilizados filtros
Bessel de terceira ordem, com frequéncia de corte em 300Hz e 7Khz. Logo apods esta
filtragem, o sinal passa por um gerador de audio e osciloscopio, facilitando a localizagao do
neurdnio H1 durante a preparagao do experimento. Como discriminador do sinal, foi utilizada
uma janela de limiar inferior e superior ajustavel manualmente, sendo que para os sinais que
possuirem amplitudes dentro da janela, ¢ gerado um pulso digital padrao TTL de largura fixa
de 10us (LEWICKI, 1998), obtendo assim a digitalizacdo do sinal discriminado. Logo apds
toda a amplificacao, filtragem e discriminacdo, ¢ realizado o registro do tempo de ocorréncia
de cada Spike, com o auxilio de um Hardware Digital Dedicado, sendo que o instante de cada

disparo € registrado em um arquivo de dados no Computador Hospedeiro.

Os dados e padroes obtidos nos adultos foram comparados entre os diferentes
tratamentos considerados no presente trabalho, e também na perspectiva temporal. A
aquisi¢do e amostragem dos dados ocorreram em no minimo trés fémeas adultas de cada um
dos cinco tratamentos: controle, diazepam, citalopram, claro e escuro. Foram também
considerados os efeitos de possiveis alteracdes na idade de exposicdo dos diferentes
tratamentos, ou seja, foram avaliados trés grupos etarios em cada tratamento: adultos recém-
emergidos (3-7 dias), com 15 dias e 30 dias de vida. Desta forma, foram avaliados pelo menos
9 individuos (no maximo 12) para cada tratamento, totalizando no minimo 45 individuos, para

os quais foram registrados dados neurofisioldgicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A analise da resposta do neur6nio H1 frente ao estimulo oferecido, pode ser visualizada
na Figura 4, na qual se pode observar o tempo de resposta (spikes) em relagdo o estimulo

oferecido nos diferentes tratamentos e idades das fémeas analisadas.
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FIGURA 4. Graficos raster plot mostrando os tempos de ocorréncia dos spikes registrados em um adulto-exemplo
durante um intevalo de tempo nos diferentes tratamentos e idade (Aproximadamente 60 repeti¢des para cada individuo,
e pelo menos trés individuos para cada tratamento e idade). O estimulo oferecido € apresentado acima do grafico, sendo
que a linha verde define o limiar entre movimento e repouso, quando negativo ocorre a movimentagdo no eixo
horizontal da frente da cabega para trés, ¢ quando positivo a movimentagdo ¢ de tras da cabeca para sua por¢do anterior,

ou seja, estimulando o neurénio HI.
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Através da observagdo dos graficos na Figura 4, pode-se constatar que o padrao da
resposta ¢ bastante parecido entre os distintos tratamentos e idades, sendo que algumas
pequenas variagdes individuais nos tratamentos e idade puderam ser observadas visualmente,
porém nao foram quantificadas. Como por exemplo, um aumento da atividade neural
espontanea com o aumento da idade dos individuos. Na presenca de drogas, essas variagdes
estdo mais visiveis j4 em individuos mais jovens (Diazepam — recém-emergidos), quando
comparados com o controle e outros tratamentos. Sendo que a atividade neuronal espontanea
esta associada a uma manutengdo e estruturagao de circuitos neurais sensoriais (RAPP et al,
1985; MCKENNA et al., 1994; YU et al. 2004), ou seja, quanto mais velhos os individuos maior
necessidade de manter e estruturar os circuitos neurais devido a experiéncia com o ambiente.

No entanto, ¢ necessaria uma avaliagdo mais detalhada dos tempos de resposta para se
poder inferir se houve alguma diferenca na resposta do H1 sob a influéncia dos tratamentos e
idade. Na Figura 5, € possivel observar a variacdo e a média do tempo de resposta do neurdnio
H1 nos adultos com diferenga na idade e entre os diferentes tratamentos, sendo que nao se
observaram diferencas significativas no tempo de resposta entre os diferentes tratamentos e
idades dos individuos.

A média do tempo de resposta foi semelhante entre as fémeas de diferentes idades e
sob influéncia dos diferentes tratamentos. A presenga de drogas durante o desenvolvimento
larval originou fémeas adultas que aparentemente ndo apresentaram alteragdes fisioldgicas na
resposta do neurénio HI1 aos estimulos oferecidos. No entanto, podem ter acarretado

alteragdes em outras respostas e morfologias, as quais ndo foram avaliadas neste trabalho.
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FIGURA 5. Tempo de resposta do neurdnio H1 frente ao estimulo, nos diferentes tratamentos e
ao longo da vida de adultos de C. megacephala.

Jé a alteragdo do fotoperiodo também ndo acarretou diferencas significativas no tempo
de resposta entre os tratamentos, resultado bastante semelhante ao observado por KARMEIER
et al. (2001) em Calliphora sp, estudo em que foi feita apenas a comparagdo entre ambiente
totalmente escuro e luz/escuro (controle) de adultos recém-emergidos. KARMEIER et al.
(2001) concluiram que o campo receptivo dos neurdnios tangenciais ¢ independente da
precoce estimulacdo de adultos recém-emergidos, ou seja, sugerindo que a distribuicdo da
percepgdo das diregdes e sensibilidade dos movimentos nos neurdnios tangenciais presentes
na placa lobular, sdo geneticamente determinados em consequéncia de uma adaptagdo
estabelecida ao longo da escala evolutiva, de uma tarefa especifica de resposta as informagoes
do ambiente.

No entanto, quando se avalia o tempo dos primeiros spikes apds a estimulagdo, pode-

se observar algumas diferengas entre os tratamentos e a idade dos adultos, como representado
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na Figura 6. Foi observada diferenca significativa entre o tempo dos trés primeiros spikes nos
diferentes tratamentos (F=4,275; p<0.01). Ja a idade ndo influenciou no tempo de resposta dos
trés primeiros spikes. Houve diferenca significativa entre Controle e o tratamento Claro e
entre Controle e Diazepam, sendo que os tratamentos (Claro e Diazepam) apresentaram maior
atraso na resposta comparado com o Controle, como se pode observar também na Figura 6.

As moscas que se desenvolveram com luz constante (Claro) estavam continuamente
sendo estimuladas, o que poderia ocasionar uma acomodagdo da percepcao da luz, a qual foi
refletida nos tempos de resposta observados (Figura 6). Ja os individuos desenvolvidos em
Diazepam podem ter sofrido alteracdes na morfologia e no desenvolvimento nervoso dos
adultos, o que pode ter causado alteragdes na percepgdo e resposta, uma vez que a presenga
deste ansiolitico retarda o desenvolvimento larval e o comportamento de dispersao larval,
além de gerar adultos menores em C. megacephala (GOMEs, 2006). Altera¢des na morfologia
de larvas e pupas e na taxa de desenvolvimento larval na presenca de benzodiazepinicos
(Nordiazepam) no substrato de alimentagdo larval, também foram observadas por PIEN et
al.(2004) em Calliphora vicina. JA CARVALHO et al. (2001) observaram que Diazepam acelera
o desenvolvimento larval de duas espécies de moscas, Chrysomya albiceps e Chrysomya
putoria.

Quando se observa o tempo do primeiro spike, pode-se contatar que os tratamentos de
certa forma geraram um retardo na resposta em relacdo ao controle, principalmente nos
tratamentos Claro, Escuro e Diazepam. No entanto, apesar de ndo ter sido observada diferenca
significativa, pode-se observar uma grande variabilidade nas populagdes sob influéncia dos
tratamentos, quando comparados ao Controle. As populagdes que sofreram alteracdes de
fotoperiodo, ou o efeito da presenca de drogas, geraram individuos com respostas mais
distintas, o que aumentou a variabilidade, como se pode observar nas Figuras 6A ¢ B. Dentre
os tratamentos, os individuos na auséncia de luz apresentaram o maior tempo entre todos,
talvez pela propria falta de estimulagdo eletromagnética sobre as células fotossensiveis, e
sobre os circuitos neurais envolvidos na percepcdo sensorial da luz durante o
desenvolvimento destes dipteros (Figura 6). A presenc¢a constante de luz no tratamento Claro

poderia acomodar e retardar um pouco a resposta nestes individuos (Figura 6).
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Ja a presenca de drogas retardou um pouco o tempo (Figura 6), principalmente no
tratamento Diazepam, e poderia estar associada ao efeito da substancia, a qual tem atuagdo
ansiolitica reduzindo estimulagdo neural, pois interage com receptores de neurotransmissores
inibitorios diretamente ativados pelo GABA (GOODMAN & GILMAN, 2003). Neste caso, pode
potencializar a acdo dos neurotransmissores GABA, atuando sobre os receptores GABA 4, ou
seja, ocorre um maior influxo de ions cloro para o neurénio pds-sinaptico, dificultando assim
sua despolarizagdo e consequentemente, causando uma diminuicdo da velocidade de
transmissdo do impulso neural, o que deprime o sistema nervoso central (GOODMAN &

GILMAN, 2003; ROGAWSKI & LOSCHER, 2004).
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Pode-se constatar ainda que a diferenca entre o tempo em cada spike no tratamento
controle ¢ praticamente constante (Figura 6C); no entanto, em todos os outros tratamentos,
pode-se observar alteragdes na diferenca entre os tempos do spikes, sendo que no tratamento
Escuro o primeiro spike foi o mais retardado de todos os tratamentos. No entanto, os dois
spikes seguintes foram rapidos em relacdo aos outros tratamentos. Tal fato talvez seja
explicado pela falta de estimulagdo dos individuos do Escuro, os quais se desenvolveram na
auséncia de luz desde o estagio larval, e acabaram tendo um atraso na resposta neural devido a
falta de uma sensibilizacao prévia dos fotorreceptores e processos anteriores a resposta do HI.
Porém, os circuitos neurais estao presentes e respondem imediatamente logo ap6s a primeira
despolariza¢ao. Como sugerido por Karmeier et al. (2001), a distribui¢do da percepgdo das
dire¢des e sensibilidade dos movimentos nos neurdnios tangenciais presentes na placa lobular
sdo geneticamente determinados, € ndo dependem de estimulagdo prévia.

O outro tratamento que sofreu alteracdo do fotoperiodo (tratamento Claro), respondeu
rapidamente ao estimulo; no entanto, os spikes seguintes foram muito mais lentos que todos
os outros tratamentos (Figura 6C), provavelmente pela acomodacao neural neste tratamento,
tendo em vista que os individuos se desenvolveram na presenga da luz desde o estagio larval.

Ja os individuos que se desenvolveram na presenca de drogas apresentaram alteragoes
no tempo de resposta principalmente no tempo dos spikes seguidos da primeira
despolarizagdo neural, sendo que tal resposta ¢ bastante evidente no tratamento Diazepam
(Figura 6C), talvez pela agdo supressora desta droga sobre o sistema nervoso (GOODMAN &
GILMAN, 2003; ROGAWSKI & LOSCHER, 2004), ou sobre o desenvolvimento deste tecido, uma
vez que estava presente apenas durante o estagio larval. A presenca da droga Citalopram
apenas causou alteragdes no tempo de resposta em relagao ao Controle, nos individuos recém-
emergidos, talvez por alguma alteracdo que esta droga pode ter causado nos individuos
durante o desenvolvimento. A presenca de alguma substidncia quimica no substrato de
alimentacao larval, pode atuar sobre os individuos interferindo nos processos de transmissao
neural, inibindo ou ativando os mensageiros quimicos, causando mudancas fisioldgicas, no
desenvolvimento e no comportamento dos organismos em contato com a mesma (OMOTO,
2000; HAYNES, 1988), mudancas que podem prejudicar a estimativa do IPM na ciéncia
forense (CATTS, 1992; CATTS & GOFF, 1992).

Os histogramas ISI (Figura 7) mostram a diferenga encontrada entre as respostas nos
diferentes tratamentos. Pode-se observar uma maior quantidade de intervalos curtos nas

moscas mais jovens no tratamento controle (Figura 7A); no entanto, a diferenga ¢ bem
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pequena, sendo que os histogramas praticamente se sobrepdoem, diferentemente do observado

nos outros tratamentos (Figura 7A).
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FIGURA 7. Histograma ISI e tempo de maior incidéncia de intervalos dos tratamentos e nas idade dos adultos de
C. megacephala (n=3 para cada tratamento e idade). A: Variagdo da probabilidade em relagio ao intervalo de
tempo dos spikes nas diferentes idades dentro dos tratamentos. B e C: Variacdo da probabilidade em relagdo ao
intervalo de tempo dos spikes nos distintos tratamentos, dentro da mesma idade.

Os tratamentos que sofreram influéncia do fotoperiodo foram os que mais alteraram o
padrao da distribuicao ISI obtida. Pode-se perceber que o controle apresentou maior
quantidade de intervalos curtos entre os spikes do trem de pulso (principalmente nos
individuos recém-emergidos (Figura 7B), sendo que os adultos de 30 dias apresentaram
distribuicdo bastante semelhante entre Claro e Controle. J4 no tratamento Escuro, pode-se
observar que o pico da porcentagem sempre foi menor que dos outros tratamentos (Figura 7A
e 7B). Isso significa que houve uma maior variabilidade nos intervalos de escuro, o que

também foi observado nas moscas do Claro recém-emergidas (RE) e de 15 dias. Ja dentro dos
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tratamentos, os individuos do Claro apresentaram, na medida em que ficavam mais velhos,
maior quantidade de intervalos curtos entre os spikes do trem de pulso, ou seja, maior
quantidade de taxas de disparo na medida que envelheciam, diferenca que ndo foi tdo evidente
tanto no Controle quanto no tratamento Escuro (Figuras 7A e B).

Ja nos tratamentos com presenca de drogas, o efeito da idade e do tipo de substancia
quimica foi bastante semelhante no padrdo de distribuicdo dos intervalos de tempo entre
spikes do trem de pulso, o que pode ser observado tanto nos graficos na variagdo na idade
(Figura 7A), como nos graficos comparando os tratamentos (Figura 7C), em que a
distribuicdo foi praticamente a mesma entre Diazepam e Citalopram, sendo ligeiramente
menor que o Controle em individuos recém-emergidos e com idade de 15 dias, e praticamente
idéntica nos individuos de 30 dias (Figura 7C). Tal resultado pode estar relacionado ao efeito
da droga, principalmente nos individuos mais jovens, ja que a mesma estava presente apenas
durante o estagio de desenvolvimento larval, e apos 30 dias, a quantidade da mesma que
poderia ainda estar no corpo destes insetos era praticamente desprezivel.

A taxa de disparos e o processamento da informagdo também foram avaliados nos

diferentes tratamentos e idades, e podem ser observados na Figura 8.
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Pode-se observar na Figura 8A, que a taxa de disparo foi diretamente proporcional a
idade dos adultos, ou seja, em todos os tratamentos, quanto mais velhos eram os individuos,
maior a média da taxa de disparo observada. Quando se observa a taxa de disparo nos
diferentes tratamentos, independente da idade (Figura 8B), pode-se notar uma redugdo na taxa
de disparo de todos os tratamentos em relagdo ao controle. A experiéncia do individuo, ou
seja, 0 maior tempo de contato com os estimulos visuais do ambiente, provavelmente agiu
aumentando a frequéncia de spikes por unidade de tempo; assim, os individuos mais velhos
de todos os tratamentos se tornaram mais sensiveis € aumentaram o processamento da
informagdo durante a exposi¢cdo aos estimulos, pois quanto maior a taxa de disparo no
neurdnio H1, maior ¢ a sensibilizacao neural neste circuito sensorial.

Ja a influéncia dos diferentes tratamentos reduziu esta sensibilizagao e processamento,
ou seja, os tratamentos atuaram reduzindo a percepcao de informagdes no ambiente, talvez
pela acomodagdo frente a presenca constante de luz (Claro), ou devido a falta de estimulacao
prévia tendo em vista a constante auséncia de luz (Escuro) ou o efeito de substancias quimicas
que agiram durante o desenvolvimento larval e refletiram no individuo adulto (Citalopram e
Diazepam).

O processamento da informag¢do também foi alterado nos tratamentos (Figuras 8B e 8D),
sendo que a influéncia do fotoperiodo reduziu a informagao processada por tempo em relagao
ao Controle, e a presenca de drogas ndo causou grandes alteracdes nesta variavel. Tendo em
vista que a percepcao sensorial observada neste trabalho foi a visual, a influéncia da luz sobre
os tratamentos causou as maiores alteracdes na resposta do neuréonio H1, em relagdo a
presenca de drogas. Assim, os individuos tratados com presenca e auséncia constante de luz
(Claro e Escuro, respectivamente), processaram menor quantidade de informagdes por tempo,
ou seja, captaram menos informacgdes que a observada nos individuos do tratamento Controle.
Alteragdes no processamento da informagdo, ou seja, nos intervalos entre os spikes, também
foram observados por ESTEVES (2010), que testou diferentes imagens (naturais ou nao) e
observou maior detalhamento e processamento da informagdo, quando eram apresentadas
imagens naturais aos adultos de C. megacephala.

Pode-se constatar que foi no tratamento Controle, em relagdo a todos os outros
analisados, que ocorreu a melhor captacdo de informagdes do ambiente e respostas via
neurdnio H1 em C. megacephala, pois foi o tratamento que apresentou a maior quantidade de
intervalos curtos entre os spikes do trem de pulso (Figura 7), além da maior taxa de disparos e

de informagao.
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Vale a pena citar que os dados obtidos nos tratamentos sob influéncia do fotoperiodo e
das drogas, apresentaram um aumento da variabilidade em relacdo ao controle, o que deve
estar relacionado as caracteristicas individuais, devido a variabilidade genética, caracteristicas
estas que podem gerar respostas mais diversas, quando os individuos sdo expostos a

ambientes diferentes daqueles nos quais sofreram a pressao seletiva durante sua especiagao.

CONCLUSOES

A analise da neurofisiologia do neurdnio H1 do sistema visual de C. megacephala
mostrou algumas semelhancgas e altera¢des, quando se considera a influéncia dos tratamentos
e a variagdo da idade dos individuos. Pode-se observar que o tempo de resposta praticamente
nao apresentou diferengas significativas nos diferentes tratamentos e em relacdao a idade dos
adultos avaliados.

Tanto a presenga quanto a auséncia constante de luz geraram algumas alteragdes no
padrao de resposta do neurdénio HI1; ambos os tratamentos reduziram as taxas de disparo, o
intervalo entre os spikes desses tratamentos foi maior nas moscas mais jovens; ja a primeira
resposta do tratamento Escuro tendeu a ser maior que a observada nos outros tratamentos. Ou
seja, a luz constantemente presente ou ausente influencia diretamente em alguns padrdes de
resposta do neur6nio HI, talvez pela alteracdo de fatores anteriores como, por exemplo:
sensibilidade das células receptoras, ou vias neurais anteriores de processamento da
informacao que podem alterar o tempo da resposta do H1.

Ja nos tratamentos na presenca da droga, foram constatadas redugdes na taxa de disparo,
principalmente redu¢dao na frequéncia de disparos nos individuos mais jovens, talvez por
ainda sofrerem influéncias das substancias quimicas em seu corpo, uma vez que estas drogas
estavam presentes no estdgio larval. Além disto, quando se avaliou o tempo dos primeiros
disparos do neurénio H1 apds o estimulo, o tempo observado no tratamento Diazepam foi o
mais retardado de todos, talvez pela propria funcao desta substancia, que ¢ ansiolitica.

Pode-se constatar também que quanto mais velhas as moscas, maiores sdo as taxas de
disparo observadas; porém, o tempo de resposta parece ndo ter tido grandes alteracdes em

adultos de C. megacephala.
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Inimeros sdo os trabalhos cientificos realizados com dipteros, devido ao grande numero
de espécies descritas, facil manutencdo sob condi¢gdes experimentais, rapida produgdo de
grande niumero de descendentes, além de diversas espécies apresentarem importancia agricola
como agentes polinizadores ou como pragas agricolas (ANDERSON et al.,1982; SULAIMAN et
al., 1988, 1989), outras poderem também ser vetoras de doencas, apresentando importancia
médico/veterinaria (ZUMPT, 1965; GUIMARAES et al., 1983; FURLANETTO et al. 1984; PESSOA
& MARTINS, 1988; MARCONDES, 2001; STONEHOUSE et al., 2004) e até algumas espécies com
importancia forense, como indicadoras do tempo decorrido desde a morte até a descoberta do
corpo (GUIMARAES et al., 1978; PESSOA & MARTINS, 1988; CATTS & GOFF, 1992;
MARCONDES, 2001; STONEHOUSE et al., 2004).

Dentre os dipteros que apresentam importancia médico-veterinaria, forense e até
agricola, destaca-se a mosca-varejeira Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae), que
¢ um inseto com desenvolvimento holometabolo, apresentando quatro estagios de
desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adulto (TRIPLEHORN & JOHNSON, 2011). E cada uma
destes estagios possui multiplos canais sensoriais que extraem a informagao do meio externo
e a convertem em respostas comportamentais € memoria (HOMBERG, 2005).

Diversos trabalhos ja foram realizados observando detalhes nas diferentes fases do
desenvolvimento de C. megacephala, como por exemplo: estudos de morfologia larval
(IsHIMA, 1967; QUEIROZ & CARVALHO, 1987), avaliagdao de taxas de incremento de massa
durante o desenvolvimento sob influéncia de alteragdes na temperatura (MILWARD-DE-
AZEVEDO et al.,1996; VELEZ & WOLFF, 2008), tabelas de vida e duragdao dos diferentes
estagios (GABRE et al., 2005; WELLS & KURAHASHI, 1994), influéncia de substancias quimicas
na taxa de incremento de massa durante o desenvolvimento (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), influéncia da densidade/competi¢ao/predacdo durante o
desenvolvimento larval (VON ZUBEN, 1995; RosA et al., 2006), além de processos de
dispersdo larval poés-alimentar (GOMES et al., 2006) e analises aerodindmicas e
neurofisioldgicas do voo, durante respostas a estimulos visuais (LAND & COLLET, 1974;
BUELTHOFF et al., 1980; HAUSEN, 1982; WEHRHAHN et al., 1982; WAGNER, 1985; DICKINSON

etal., 1999; FRYE, 2001; BORST & HAAG, 2002; FERNANDES et al., 2010), dentre outros.

Como se pode perceber, a maior parte dos trabalhos com este diptero envolve aspectos
morfoldgicos, bioldgicos ou ecologicos de diferentes fases do desenvolvimento, e poucos

trabalhos procuram compreender alguns aspectos fisiologicos de C. megacephala. Pelo
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exposto, a compreensdo de topicos relacionados a fisiologia desta espécie ¢ de extrema
importancia, auxiliando na melhor compreensdo de aspectos comportamentais e da biologia
que vierem a ser considerados, em outros estudos que venham a ser realizados com esta

espécie.

Assim, este trabalho teve como principal objetivo contribuir para um melhor
conhecimento de alguns processos fisiologicos de C. megacephala, sob a influéncia de
diferentes tratamentos nas diferentes fases de seu ciclo de vida, focando em trés areas de
estudo da fisiologia: metabolismo energético, termorregulacdo e neurofisiologia sensorial.

Os resultados do presente estudo (Capitulo 2) mostraram que os tratamentos causaram
alteracdes distintas nas diferentes fases do ciclo de vida de C. megacephala, sendo que o
tratamento Diazepam e o tratamento fotoperiodo de 24h (Claro) retardaram o ganho de massa
por unidade de tempo, quando comparados com o Controle-Dieta. J4 os tratamentos Controle-
Carne, Citalopram e Escuro aceleraram o ganho de massa por tempo, quando comparados
com o Controle-Dieta.

No entanto, as taxas metabolicas sofreram alteragoes distintas em cada fase da vida
dessas moscas. Foram observadas alteragdes principalmente na fase de 1° instar do estagio
larval, fase na qual o individuo possui maior consumo de O, em relagdo a todas as outras
fases de seu ciclo de vida; no entanto, serdo necessarios mais experimentos avaliando a
presenca de outras vias metabolicas associadas a este grande aumento na taxa de metabolismo
observada.

Este alto metabolismo observado na fase larval de C. megacephala, reflete em grandes
conversoes de energia, que devido a segunda lei da termodindmica, gera entropia, a qual ¢é
dissipada neste sistema, na forma de calor. Tal dissipagdao de temperatura foi considerada no
Capitulo 3, em que consta que durante o estagio larval, pode-se observar que a presenca de
larvas aumentou de forma distinta a temperatura do conjunto agregado+substrato alimentar,
de acordo com cada efeito do tratamento.

Foi observado que a presenca de drogas (Citalopram e Diazepam) aumentou a
temperatura média em relacdo ao controle-dieta, principalmente nos primeiros dias do
desenvolvimento (Figuras 1 e 2 — Capitulo 3), talvez devido a alteracdes de processos
metabolicos ou vias de desintoxicacdo presentes durante o inicio do desenvolvimento larval,
quando grande parte das drogas ainda estava presente. No entanto, na presenga de drogas, o
metabolismo larval durante as primeiras horas do desenvolvimento foi significativamente

menor do que o observado no Controle-dieta (Figura 2 — Capitulo 2), indicando que o
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aumento da temperatura do conjunto agregado+substrato alimentar, neste caso, ndo esta
relacionado a processos de conversdo de energia, ou seja, vias metabdlicas. Dentre as
variaveis observadas no conjunto agregado+substrato alimentar, a perda de agua nos
diferentes frascos pode ter acarretado temperaturas diferentes, uma vez que a maior
evaporagao reduziria a temperatura do conjunto; no entanto, a perda de dgua foi praticamente
idéntica nos frascos com presenca de drogas e no controle (Figura 3 — Capitulo 3).

E importante ressaltar também que as duas drogas, além dos efeitos psicotropicos
(Citalopram e Diazepam, respectivamente, antidepressivo e ansiolitico), apresentam efeitos
antibioticos, ou seja, efeito inibitorio (do antidepressivo e do ansiolitico utilizados) sobre o
crescimento de microrganismos (BATAI et al., 1999; NEAL et al., 2001; KRUSZEWSKA et al.,
2006), os quais auxiliam no processo de assimilagdo dos nutrientes por larvas de moscas
(HOBSON, 1931, 1932), principalmente no 1° instar . Sabe-se que a nutrigdo larval de moscas-
varejeiras foi estudada inicialmente por HOBSON (1932) e MACKERRAS & FRENEY (1933), que
detectaram a importancia de microrganismos como fatores promotores de crescimento no
substrato de alimentagao larval, como por exemplo, a flora bacteriana normal.

Assim, a reducdo da flora bacteriana no conjunto agregado+substrato alimentar, na
presengca de drogas, reduziria o metabolismo avaliado nestes tratamentos; no entanto, ¢
importante considerar que estas drogas podem agir em processos de termogénese no corpo
das larvas, topico que ndo foi objeto de investigacdo no presente trabalho.

A alteragdo de fotoperiodo também aumentou a temperatura média do conjunto quando
se compara com o controle-dieta, sendo que o metabolismo larval dos individuos na presenca
/ auséncia constante de luz foi idéntico ao observado no controle-dieta.

ApoOs a obtencao e analise dos resultados obtidos no presente trabalho, alguns detalhes
também merecem ser comentados em relacdo a metodologia que foi utilizada, como por
exemplo, o fato de em alguns casos, o agregado poder ter ficar mais proximo ao sensor e/ou
mais na superficie do substrato. Isto pode ter sido analisado como um aumento da temperatura
do conjunto agregado+substrato alimentar ou superficial (respectivamente); porém, na
verdade, poderia estar auxiliando nas trocas de calor e dissipagdo térmica quando da obtengao
do dado, ou seja, o resultado (maior temperatura) poderia estar sendo mascarado em partes,
pela proximidade do agregado em relagdo ao sensor, ou ainda por um comportamento larval
de alimentagao mais proximo a superficie. No entanto, vale ressaltar também que foram feitas
repeti¢des, e tal resultado foi constatado novamente em todos os tratamentos, ou seja, o
aumento ou diminui¢do da temperatura, dependendo do tratamento, se repetiram quando foi

realizado novamente o experimento.
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Ja as larvas de C. megacephala que se desenvolveram em carne apresentaram uma
grande aceleragdo da fase larval, com um metabolismo significativamente maior que todos os
outros tratamentos (durante os dois primeiros instares larvais), o que refletiu na maior
termogénese, ou seja, a temperatura do conjunto larvas+carne foi muito maior do que em
todos os outros tratamentos.

Na fase de pupa, podem-se observar alteragdes em relacdo aos tratamentos: os
individuos que emergiram antes (Diazepam e Controle-Carne) apresentaram um metabolismo
maior que o Controle-Dieta. A incidéncia constante da luz também aumentou o metabolismo
especifico na fase de pupa.

Ja no caso do metabolismo observado nos adultos, pode-se observar um aumento no
escopo metabolico em torno de 15° dia de vida, talvez relacionado com o periodo de
reproducdo da espécie, uma vez que as fémeas ja estariam maduras sexualmente (LINHARES,
1988).

Foram observadas algumas diferencas no metabolismo de repouso e de atividade dos
adultos, quando se compara os tratamentos (Figura 4 — Capitulo 2). O tratamento Escuro foi o
que mais mostrou alteragdes metabolicas em comparagdo com outros tratamentos avaliados,
tanto no metabolismo de repouso quanto no escopo. Os individuos deste tratamento somente
tiveram contato com luz no momento da experimentagdo, € consequentemente, esta
informagdo eletromagnética gerou respostas comportamentais que refletiram no metabolismo
destes adultos, tornando-os mais ativos ¢ consequentemente aumentando o consumo de O,
por tempo. Vale a pena ressaltar também que os dados de metabolismo obtidos para os
diferentes tratamentos, poderiam sofrer alteragdes caso o individuo sendo analisado ficasse
em atividade de voo durante todo o experimento. A auséncia de luz faz os individuos ficarem
em repouso, € a presenga de luz poderia ter ocasionado individuos em atividade de voo ou
parados, dado este que ¢ mais complicado de ser padronizado. Desta forma, foi definido que
seria considerado o metabolismo de atividade espontidnea, uma vez que a atividade do
individuo na presenga de luz ndo pode ser padronizada.

Assim, na analise dos adultos, pode-se concluir que a atividade de C. megacephala é
bastante dependente da luz, e apresentou dois picos ao longo do dia, sendo o primeiro logo
apos a presenga da luz e, o segundo, horas antes da luz se apagar, talvez devido a propria
temperatura do ambiente ser um fator limitante aos adultos quando a T°amb se torna bastante
alta. Este ultimo fato também foi comprovado, pois acima de temperaturas de 25 °C, a
atividade dos adultos ¢ reduzida. Este comportamento de atividade durante o dia foi

observado nos individuos com fotoperiodo de 12h (Controle-dieta, Citalopram e Diazepam).
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Em relacdo a atividade nos tratamentos com drogas e fotoperiodo, foram observadas
alteracdes na temperatura corporea principalmente nos tratamentos em que havia a presenga
ou auséncia total de luz durante todo o desenvolvimento, em comparagdao ao controle (12h
fotoperiodo — dieta), ou seja, a luz alterou o ciclo circadiano da espécie.

A alteragdo do ciclo circadiano teve influéncia da presenca e auséncia constante da luz
durante todo o desenvolvimento, o que pode ter acarretado alteracdes na percep¢ao sensorial
(visao) desta espécie. Foi também observado que a analise da neurofisiologia do neuronio H1
do sistema visual de C. megacephala, mostrou algumas semelhancas e alteragdes sob
influéncia dos tratamentos e da variacdo da idade dos individuos. Por exemplo, foi possivel
observar que o tempo de resposta praticamente ndo apresentou diferencas significativas nos
diferentes tratamentos e também considerando a idade dos adultos avaliados, ou seja, a
resposta do neurénio H1 nao sofreu influéncia do tratamento no qual o adulto foi gerado.

No entanto, tanto a presenca quanto a auséncia constante de luz geraram algumas
alteracdes no padrao de resposta do neurénio H1, com ambos reduzindo as taxas de disparo; o
intervalo entre os spikes desses tratamentos foi maior nas moscas mais jovens e a primeira
resposta do tratamento Escuro tendeu a ser maior que a observada nos outros tratamentos. Ou
seja, a luz constantemente presente ou ausente influencia diretamente em alguns padroes de
resposta do neurénio HI1, talvez pela alteracdo de fatores anteriores como, por exemplo:
sensibilidade das células receptoras, ou vias neurais anteriores de processamento da
informacao que podem alterar o tempo da resposta do H1.

Ja nos tratamentos na presenca de droga, podem-se constatar redu¢des na taxa de
disparo, principalmente reducdo na frequéncia de disparos nos individuos mais jovens, talvez
por ainda sofrerem influéncias das substancias quimicas em seu corpo, uma vez que estas
drogas estavam presentes no estagio larval. Além disto, quando se avaliou o tempo dos
primeiros disparos do neuroénio HI1 apds o estimulo, o tempo observado no tratamento
Diazepam foi aquele mais retardado de todos, talvez pela propria fungdo ansiolitica desta
substancia.

Pode-se constatar também que quanto maior a idade das moscas, maior ¢ a taxa de
disparo observado; porém, o tempo de resposta parece ndo ter grandes alteragdes com o
aumento da idade desses dipteros.

Em relagdo ao efeito da temperatura sobre os adultos de C. megacephala, foi possivel
perceber que a atividade ¢ bastante alterada, reduzindo em temperaturas acima de 25 °C e
abaixo de 15 °C, sendo que seu pico ocorria em torno de 25 °C. No presente trabalho, foi

descrito um interessante comportamento de termorregulacdo destes individuos, que foi
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definido como arrefecimento pelo fluxo salivar, no qual o individuo podia reduzir sua T°corp
sob condigdes de altas temperaturas ou durante momentos de inatividade, apds o inicio da

auséncia de luz no ambiente.

No entanto, apesar da grande quantidade de resultados inéditos apresentados neste
trabalho, sdo necessarios mais estudos visando avaliar mais detalhadamente os efeitos das
substancias quimicas, do fotoperiodo e do substrato alimentar no metabolismo, nas células e a
nivel molecular ao longo das diferentes fases do desenvolvimento de C. megacephala, para

uma melhor compreensdo dos efeitos gerados neste desenvolvimento.

CONCLUSOES FINAIS

Os resultados do presente estudo, observando o desenvolvimento deste inseto sem
comparagdes entre os tratamentos, mostraram que existe uma grande alteracdo no
metabolismo e no perfil térmico ao longo dos diferentes estagios do ciclo de vida de C.
megacephala e em alguns aspectos da neurofisiologia sensorial durante sua fase de adulto.

No aspecto metabolico, foi observado que o estagio larval, principalmente o 1° instar,
apresenta o maior consumo de O, em relacao a todos os outros estagios da vida desse diptero,
o que ¢ refletido no perfil térmico, no qual grande quantidade de calor ¢ dissipada durante este
estagio.

O ciclo de atividade dos adultos de C. megacephala ¢ influenciado pelo fotoperiodo ¢
temperatura do ambiente, sendo que esta espécie utiliza comportamentos de termorregulagdo

quando ocorre aumento da temperatura ambiental ou alteracdes na presenca e auséncia de luz.

Alteracéo da qualidade do substrato alimentar:

- 0 desenvolvimento de C. megacephala em carne bovina é muito mais acelerado que o
observado em todos os outros tratamentos, sendo que esta aceleracdo ¢ também observada no
aumento do metabolismo destes individuos principalmente no estagio larval e também no
calor produzido e dissipado durante este estagio, comparado com todos os outros tratamentos;

- a qualidade nutricional e a decomposi¢do da carne ¢ muito mais acelerada que a
observada na dieta, o que fornece maior quantidade de fontes alimentares que podem ser

assimilados com maior facilidade pelo estagio larval de C. megacephala.

Presenca das drogas:
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- a presenca de drogas gerou respostas nas diferentes fases do ciclo de vida de C.
megacephala: aumentou (com o Citalopram) ou reduziu (com o Diazepam) o ganho de massa
por tempo;

- a presenca das drogas reduziu o metabolismo nos primeiros instares larvais;

- o metabolismo e mortalidade dos adultos foram alterados em relagao ao controle-dieta;

- a presenca das drogas aumentou a temperatura do conjunto agregado larval+substrato
alimentar;

- a presencga das drogas ndo modificou a atividade ao longo do dia,

- a taxa de disparos do neurdénio H1 foi reduzida nos adultos mais jovens, € no

tratamento Diazepam foi observado o maior atraso na resposta dos primeiros spikes;

Alteracéo do fotoperiodo:

- também gerou respostas nas diferentes fases do ciclo de vida de C. megacephala:
redugdo (no Claro) ou aumento (no Escuro) do ganho de massa, durante o desenvolvimento
larval;

- ndo alterou o metabolismo nos primeiros instares larvais,

- gerou grandes alteracdes no metabolismo dos adultos em repouso e durante atividades
espontaneas;

- o ciclo de atividade foi drasticamente alterado, e consequentemente, causou alteracdes
na temperatura de por¢des do corpo de C. megacephala ao longo do dia,

- ambos os tratamentos (Claro e Escuro) reduziram as taxas de disparo neurais, sendo
que o intervalo entre os spikes desses tratamentos foi maior nas moscas mais jovens € a
primeira resposta do tratamento Escuro tendeu a ser maior que a observada nos outros

tratamentos;
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APENDICE A
VARIACAO DO METABOLISMO ESPECiFICO, ABSOLUTO E MASSA AO LONGO DO CICLO COMPLETO DE

DESENVOLVIMENTO DE C. MEGACEPHALA, NOS DIFERENTES TRATAMENTOS.
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FIGURA 1. Variagdo do metabolismo especifico, absoluto e massa ao longo do ciclo completo de
desenvolvimento de C. megacephala no tratamento Controle-Dieta.
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FIGURA 2. Variagdo do metabolismo especifico, absoluto e massa ao longo do ciclo completo de

desenvolvimento de C. megacephala no tratamento Citalopram.
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FIGURA 3. Varia¢do do metabolismo especifico, absoluto e massa ao longo do ciclo completo de
desenvolvimento de C. megacephala no tratamento Diazepam.
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FIGURA 4. Variagdo do metabolismo especifico, absoluto e massa ao longo do ciclo completo de
desenvolvimento de C. megacephala no tratamento Claro.
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Metabolismo Absoluto
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FIGURA 5. Variagdo do metabolismo especifico, absoluto e massa ao longo do ciclo completo de
desenvolvimento de C. megacephala no tratamento Escuro.
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Controle Carne
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FIGURA 6. Variagdo do metabolismo especifico, absoluto e massa ao longo do ciclo completo de
desenvolvimento de C. megacephala no tratamento Controle-Carne.
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