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“Who saw him die?

I, said the fly, with my little eye,
I saw him die.”

Andnimo

(Extraido de Greenberg & Kunich, 2002)
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RESUMO

Devido ao aumento no numero de mortes relacionadas ao abuso de drogas, o
conhecimento da interferéncia destas substancias sobre o desenvolvimento de certas espécies de
insetos necréfagos torna-se de grande importancia, especialmente quando a estimativa do
intervalo pés-morte (IPM) usa como base a idade do inseto. Além disso, esta metodologia € uma
valiosa alternativa para determinar a causa da morte, quando o corpo encontra-se em avancado
estdgio de decomposicdo. Assim, o presente estudo objetivou avaliar o efeito de diferentes
concentragdes de esterdides anabdlico-androgénicos (EAA), comumente usados para aumento da
massa muscular, sobre a taxa de desenvolvimento de Chrysomya putoria (Wiedemann), C.
albiceps (Wiedemann) e C. megaacephala (Fabricius) (Diptera: Calliphoridae). Dois
delineamentos experimentais foram feitos: um somente com a substancia decanoato de
nandrolona (Deca-Durabolin®) e outro associando decanoato aos ésteres de testosterona
(Durateston®). Imaturos obtidos de colonias de moscas adultas estabelecidas em laboratério
foram depositados em potes pldsticos contendo dieta artificial para montagem dos grupos
experimentais, sem (grupo controle) e com adicao de esterdides. Cada tratamento foi repetido seis
vezes. O ganho de massa foi registrado para grupos de 10 larvas, em intervalos de 12 h, até que
atingissem o estdgio de pupa. Além disso, foram medidos a viabilidade larval, a taxa e o intervalo
de emergéncia. ANOVA de um critério e teste de comparagdes miltiplas de Duncan foram feitos
para comparar o efeito dos EAA, associados ou ndo em diferentes e crescentes concentracoes,
sobre o desenvolvimento larval usando o ganho de massa como varidvel resposta. Diferencas
significativas ndao foram observadas quanto ao tempo de desenvolvimento e intervalo de
emergéncia para todas espécies tratadas, mas houve nitida heterogeneidade quanto as curvas de
desenvolvimento, quando associados os dois EAA para C. putoria e C. albiceps. A viabilidade
larval e a emergéncia de C. putoria foram significativamente afetadas pela associagdo de EAA,
com valores inferiores aos apresentados pelo controle. Frente ao decanoato, C. putoria apresentou
inicialmente maior ganho de massa, contudo, em idades mais avancadas, os imaturos expostos a
droga obtiveram menor média de massa corpdrea que o controle. Para C. albiceps a maior
concentracdo de decanoato afetou negativamente o ganho de massa durante todo o
desenvolvimento larval. A analise do ganho de massa, por hora, indicou diferencas significativas
no periodo compreendido entre 36 e 84 h entre grupos controle e com adi¢cdo de EAA associados,
o que levaria a erro no cdlculo do IPM, se esta condi¢do nao fosse considerada.

Palavras-chave: moscas-varejeiras; hormonios; intervalo pds-morte; entomotoxicologia.
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ABSTRACT

Due to increase of deaths related to drug abuse, the knowledge of the interference of these
substances on the development of certain necrophagous insects species can be very important,
especially when the estimative of the postmortem interval (PMI) is based on insect age.
Furthermore, they are valuable alternatives to determine the cause of death, when the body is in
an advanced stage of decomposition. The present study aimed to evaluate the effect of different
concentrations of anabolic-androgenic steroids (AAS), commonly used to increase muscle mass,
on the developmental rate of Chrysomya putoria (Wiedemann), C. albiceps (Wiedemann) and C.
megaacephala (Fabricius) (Diptera: Calliphoridae). Two experimental designs were made: one
only with nandrolone decanoate (Deca-Durabolin®) and another with decanoate associated to
ester of testosterone (Durateston®). Immatures obtained from adult flies colonies established in
lab were placed in plastic vials containing an artificial rearing diet for assembly of experimental
groups, without (control group) and with addition of steroids. Each treatment was replicated six
times. The mass gain was recorded for groups of 10 larvae at 12h-intervals until they reached the
pupal stage. In addition, we measured the larval viability, the rate and interval of emergency.
ANOVA one way and Duncan’s multiple comparison test were made to compare the effect of the
EAA, associated or not in different and increased concentrations on the developmental larval
using the mass gain as dependent variable. Significant differences were observed regarding the
developmental time and interval of emergency for all threatened species, but there was a clear
heterogeneity on the developmental curves for C. putoria and C. albiceps by the EAA
association. The larval viability and the emergence rates of C. putoria were significantly affected
by the EAA association, with rates lower than control group. Initially, C. putoria rearing in
decanoate showed greater weight gain, however, at older ages, immatures obtained a lower
average weight than control. For C. albiceps the highest concentration of decanoate negatively
affected mass gain during the larval development. The mass gain analysis, per hour, indicated
significant differences from 36 to 84 h between control and EAA groups, which could lead to
incorrect estimation of the PMI, if this condition was not considered.

Key-words: blow flies, hormones, post mortem interval, entomotoxicology.
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1. INTRODUCAO GERAL

O ndmero de usudrios de drogas ilicitas, fairmacos e outras substancias toxicas tém
aumentado gradativamente com o passar dos anos. Associadas a esse fator, as mortes
relacionadas ao consumo abusivo destes tipos de substincia acompanham a mesma escala de
crescimento, incrementando, por conseqiiéncia, o interesse em estudos entomotoxicoldgicos
(INTRONA, CAMPOBASSO, GOFF, 2001; UNODC, 2007).

Os esterdides anabdlico-androgénicos (EAA), tais como a testosterona natural e a
sintética, além dos ésteres derivados deste hormodnio, sdo utilizados indiscriminadamente por
atletas, praticantes de atividades fisicas, adolescentes e individuos interessados em obter aumento
rapido de massa muscular, for¢a e diminui¢do do tempo de recuperacdo entre exercicios fisicos
intensos. Na maioria dos casos, a utilizacdo de forma abusiva desses compostos, sem as devidas
orientacdes médicas, pode gerar sérias conseqiiéncias aos usudrios, desde efeitos colaterais
indesejdveis (ginecomastia, alteracdo dos caracteres sexuais secunddrios e dos fisiologicos de
alguns sistemas, dentre outros) até o 6bito, em situacdes de super dosagens (LISE, et al. 1999;
SILVA, DANIELSKI, CZEPIELEWSKI, 2002).

Mesmo sendo uma drea difundida e em estigio avancado de pesquisas aplicadas em
alguns paises como Estados Unidos da América, Russia, Franca, Canadd, Inglaterra e Japao
(BENECKE, 2001), a Entomologia Forense no Brasil encontra-se ainda em fase inicial quanto a
aplicacdo prética no cotidiano das rotinas periciais. Devido as dimensdes continentais de nosso
pais, informagdes basicas obtidas a partir de inventdrios de insetos necréfagos, biologia, ecologia
e taxonomia de muitas espécies ainda sdo incipientes em certas localidades. No que se refere a
Entomotoxicologia, a0 menos o conhecimento acerca do efeito de substancias como diazepam,
cocaina, anfepramona, maconha, propionato de testosterona e butilbrometo de escopolamina
sobre a taxa de desenvolvimento de dipteros de importancia forense presentes em nosso pais
estdo amplamente divulgados (CARVALHO, LINHARES, TRIGO, 2001; CARVALHO, 2004;
GRELLA et al., 2007; FERRARI et al., 2008; OLIVEIRA et al, 2009).

Como estudos que enfoquem a obtencdo de dados diversos sobre a entomofauna
necréfaga sdo de grande importancia para a formacao de um extenso banco de dados, que auxilie
as investigacdes no ambito legal (PUJOL-LUZ, ARANTES, CONSTANTINO, 2008), pesquisas

com o intuito de verificar a acdo de drogas e outras substancias toxicas sobre o desenvolvimento



e o comportamento de mais espécies de importancia forense devem ser realizadas. Tais pesquisas
permitirdo que o cdlculo da estimativa do intervalo pds-morte (IPM) torne-se mais acurado,
evitando erros provenientes da falta de conhecimento acerca das mudangas fisiolégicas que
podem ocorrer no corpo de um inseto, quando héd a presenga de substancias téxicas nos tecidos
cadavéricos que servem de alimento para os necr6fagos.

Dentro do contexto exposto, no presente estudo objetivou-se avaliar a taxa de
desenvolvimento de imaturos de espécies do género Chrysomya (Diptera: Calliphoridae),
submetidas a diferentes concentracdes de esterdides anabdlico-androgénicos (decanoato de
nandrolona, testosterona e associando os dois esterdides mencionados), adicionados em dieta
artificial oferecida como fonte exclusiva de alimentacdo. Dessa forma, espera-se contribuir com o
avan¢o no conhecimento das varidveis envolvidas na aplicagdo dos insetos em questdes médico-

legais.

1.1- Classe Insecta

Mais de 900.000 espécies ja foram descritas dentro da classe Insecta (filo Arthropoda,
subfilo Hexapoda) e o grande sucesso evolutivo deste grupo € devido, em grande parte, a ampla
diversidade de suas estruturas e fungdes (BORROR, DeLONG, 1969; GALLO et al., 2002;
BRUSCA, BRUSCA, 2003). As principais caracteristicas que permitiram a irradiacdo adaptativa
dos insetos sdo a presenca de um exoesqueleto com epicuticula cérea, que reduz a perda de dgua
para o meio; as asas, que permitem acesso aos mais variados recursos alimentares e facilitam a
fuga, no caso de ataque de predadores, e o encontro de parceiros para fins reprodutivos; o
dobramento das asas quando o inseto encontra-se em repouso, possibilitando a ocupacdo de
microhabitats com espago restrito; a presenca de uma casca resistente no ovo, que aumenta as
chances de sobrevivéncia diante de condi¢cdes adversas do meio ambiente; o desenvolvimento em
estagios larvais, ou seja, a metamorfose completa, que possibilita aos imaturos explorar recursos
alimentares e habitats diferentes daqueles dos individuos adultos; ciclo de vida mais curto; e uma
alta taxa reprodutiva (RUPPERT, BARNES, 1996; BUZZI, 2002).

Os individuos adultos ocupam os mais variados habitats presentes em diversos
ecossistemas, incluindo o ambiente aquético, exceto os oceanos profundos (BORROR, DeLONG,
1969; GALLO et al., 2002; KLOWDEN, 2002; MARQUARDT, KONDRATIEFF, MOORE,

2004). Os dipteros, por exemplo, exibem uma variedade de modificacdes das pegas bucais que
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estd mais associada ao método de obtencdo do recurso alimentar explorado do que a dieta
propriamente dita (RUPPERT, BARNES, 1996; CHAPMAN, 2006).

Algumas espécies de insetos sdo de relevancia para a saude animal, humana ou para a
economia, uma vez que podem ser veiculadores de patogenos, causando enfermidades, ou ao
tornarem-se pragas agricolas (GUIMARAES, PAPAVERO, 1999; BUZZI, 2002; GALLO et al.,
2002). Assim, a entomologia € a ci€éncia que estuda os insetos sob todos os seus aspectos e as
relacdes que estes estabelecem entre eles préprios, as plantas, os seres humanos e os demais

animais (GALLO et al., 2002).

1.2- Ordem Diptera

Dentre outras ordens de insetos € uma das mais ricas em nimero de espécies, além de ser
anatomicamente variada e possuir grupos com inovacgdes ecoldgicas. Os dipteros estdo
distribuidos em cerca de 100 géneros, 150 familias, 22-32 superfamilias, 8-10 infra-ordens, 2
subordens, cerca de 3.900 espécies fosseis e 190.000 espécies descritas (YEATS, WIEGMANN,
2005; THOMPSON, 2008). Dipteros de interesse médico ou veterindrio constituem uma pequena
fracdo dentro do grupo, mas se destacam pela diversidade que varia de mosquitos, ectoparasitas
alados e sem asas, larvas causadoras de mifases até espécies que participam do processo de
decomposicdo de carcacas e fezes (HALL, GERHARDT, 2002).

Complexas modificagdes morfolégicas, como a transformacdo do segundo par de asas em
halteres e o desenvolvimento de pecas bucais adaptadas ao hédbito de sugar substancias liquidas,
apresentam-se como sinapomorfias dentro da ordem Diptera, mas o monofiletismo é bem
estabelecido (Fig. 1) (YEATS, WIEGMANN, 2005).

Os dipteros sdo divididos em duas subordens: Nematocera, composta por espécimes que
possuem mais de 8 articulos nas antenas e Brachycera, que compreende aqueles cujas antenas
téem até 8 articulos. Brachycera, grupo de maior interesse em relacdo a este estudo, estd
subdividido nas seguintes infra-ordens: Asilomorpha, Stratiomyomorpha, Xylophagomorpha,
Tabanomorpha e Muscomorpha, sendo que as duas dltimas incluem familias de braquiceros que

ganham destaque nas dreas médica, veterindria e forense (YEATS, WIEGMANN, 2005).
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Figura 1. Filogenia atualmente proposta para a ordem Diptera
(http://www.inhs.uiuc.edu/research/FLY TREE/flyphylogeny.html).

Os dipteros da antiga subordem Cyclorrhapha, agora inclusos na infra-ordem
Muscomorpha, também sdao monofiléticos, condi¢do assegurada por apresentarem caracteristicas
reconhecidas como marcos evolutivos dos dipteros, tais como a invagina¢do da cabeca na cdpsula
larval, modificacdes de pecas bucais das larvas e a pupariacdo dentro do tegumento do ultimo
estaddio larval. Com duas divisdes, Aschiza e Schizophora, considerando, respectivamente, a
presenca ou auséncia da sutura ptilineal, decorrente do processo de emergéncia dos adultos que
inflam um “saco”, o ptilineo ou ldnula, na cabeca para empurrar a extremidade anterior do
pupdrio para sair. Alguns estudos moleculares tém sido concluidos apontando para o
parafiletismo de Aschiza em relacdo a Schizophora, apesar deste ultimo ser considerado um dos
mais complexos grupos em termos de taxonomia (HALL, GERHARDT, 2002; YEATS,
WIEGMANN, 2005; LINHARES, THYSSEN, 2007).

A divisdo Schizophora alberga duas secdes baseadas na presenca ou auséncia de 16bulos

alares posterobasais, chamados caliptras. Em Acalyptratae as caliptras sdo ausentes ou pouco
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desenvolvidas e em Calyptratae sdo bem desenvolvidas. A primeira secao possui mais de 50% de
sua diversidade inclusa em seis familias (Tephritidae, Lauxaniidae, Agromyzidae, Chloropidae,
Drosophilidae e Ephydridae). Ja Calyptratae inclui algumas das mais diversas e bem sucedidas
familias de moscas como Calliphoridae, Sarcophagidae, Tachinidae, Anthomyiidae e Muscidae,
além das mais especializadas como Streblidae, Nycteribiidae, Hippoboscidae, Glossinidae e
Oestridae. As outras familias pertencentes a essa ultima se¢do sdo Scathophagidae, Faniidae,
Mystacinobiidae e Rhinophoridae (HALL, GERHARDT, 2002; YEATS, WIEGMANN, 2005).

Muscomorpha € um grupo de grande importancia, tanto do ponto de vista ecolégico como
do médico-veterinario. Muitas moscas podem ser tteis quando sdo polinizadoras, decompositoras
de matéria organica, fonte de alimentos para vérios animais e também predadoras de larvas de
outros artropodes (representando, neste caso, uma alternativa para controle biol6gico). Sob o
ponto de vista médico-veterindrio, os dipteros muscdideos possuem sua importancia relacionada
com fatores como a alta sinantropia de algumas espécies, caracteristica que permite que tais
moscas freqiientem ambientes diversificados, como rural, silvestre e urbano, e, apds visitarem
dejetos, carcacas e matéria orginica em decomposi¢do, veiculem mecanicamente patdgenos
como cistos de protozodrios, bactérias, virus e ovos de helmintos; com a importunacdo de
homens e animais pela deambulacdo e pela hematofagia, as vezes intensa e dolorosa; e por alguns
individuos serem agentes causadores de mifases (MARCONDES, 2001; HALL, GERHARDT,
2002).

A grande maioria das espécies de Muscomorpha é ovipara, colocando os ovos diretamente
no ambiente. Algumas espécies podem reter os ovos em uma dilatacio do canal vaginal,
considerada uma espécie de ttero, onde ocorre a eclosdo e, posteriormente, a liberagdo de larvas
para o meio. Os imaturos sofrem metamorfose completa, passam por trés fases de
desenvolvimento: ovo, larva (com trés estddios) e pupa. Os ovos diferem muito pouco entre as
espécies, geralmente sdo esbranquicados e elipsdides (MARCONDES, 2001; LINHARES,
THYSSEN, 2007; REY, 2008).

As larvas dos dipteros muscdideos sdo dpodas, vermiformes e desprovidas de uma cabeca
esclerotizada. A locomocdo ocorre através de movimentos ondulatérios. Na por¢do anterior,
fortemente reduzida, hd o esqueleto cefalofaringeano, composto por placas esclerotizadas que
sustentam dois ganchos bucais usados na alimentacdo da larva e como auxilio na movimentagao.

Quanto aos hdbitos alimentares, as larvas podem ser saprofagas, fitéfagas, predadoras ou



adaptadas ao parasitismo de tecidos animais. Placas respiratérias ou estigmdticas podem ser
encontradas tanto nos segmentos anteriores como no final do corpo, sendo denominadas
espirdculos anteriores e posteriores, respectivamente. Os espirdculos anteriores aparecem em
grande parte das espécies a partir do segundo estddio e hd pouca divergéncia morfoldgica entre as
diferentes espécies. Ja os espirdculos posteriores, com base na morfologia do peritrema e das
fendas estigmaticas, além do esqueleto cefalofaringeano, podem ser usados como importante
ferramenta de identificacdo de familia ou até espécie da mosca. Os segmentos do corpo das
larvas, geralmente em niimero de 12, podem apresentar estruturas que variam de setas a grandes
protuberancias e espinhos (MARCONDES, 2001; HALL, GERHARDT, 2002; LINHARES,
THYSSEN, 2007).

A fase de pupa desenvolve-se no interior da pele larval do terceiro estddio que enrijece e
se contrai formando o pupdrio. Apds metamorfose, forma-se o adulto que deixa este invélucro
empurrando o opérculo com o ptilineo. Forma-se, entdo, na cabeca da mosca, a cicatriz ptilineal
(formato de U invertido), proveniente da retragdo do saco ou ampola ptilineal apds a emergéncia
do adulto do pupirio (MARCONDES, 2001; HALL, GERHARDT, 2002; LINHARES,
THYSSEN, 2007).

Os muscéideos adultos podem ocupar vdrios ambientes, dependendo da espécie e das
condi¢cdes do meio. Na maioria das vezes, a forma adulta apresenta-se robusta e a antena possui
trés segmentos sendo o primeiro o menor de todos e o ultimo muito delgado denominado arista,
que pode ser nua ou pilosa. A maioria das espécies possui olho composto e dimorfismo sexual.
Os machos sdao holdpticos, possuem olhos que se tocam na linha dorsal da cabecga, ao passo que
as fémeas possuem olhos bem separados, por isso, chamadas de dicépticas. O abdomen dos
adultos é formado por cinco segmentos aparentes, sendo os segmentos finais modificados em
ovipositor nas fémeas e em genitdlia ou termindlia nos machos. O aparelho bucal da maioria das
espécies € bem desenvolvido, sendo do tipo lambedor-sugador; os muscdideos que se alimentam
de sangue possuem o tipo picador-sugador; ha ainda algumas espécies que apresentam as pecas
bucais atrofiadas, ndo se alimentando na fase adulta. Apresentam palpos maxilares de tamanho
variado com apenas um articulo; as maxilas e mandibulas estdo ausentes. O corpo € composto por
muitas placas. As asas sd@o usualmente bem desenvolvidas conferindo a maioria das espécies uma
boa capacidade de v6o (8 a 10 km para algumas espécies). Na extremidade distal das pernas hé os

pulvilos com o empddio em forma de cerda no meio, além de duas garras laterais. Em geral, os



dipteros muscéideos apresentam atividade diurna, alimentam-se, copulam e pdem algumas
centenas de ovos (MARCONDES, 2001; HALL, GERHARDT, 2002; LINHARES, THYSSEN,
2007).

As glandulas salivares lubrificam as pecas bucais e a saliva, por ja conter enzimas
digestivas, realiza a pré-digestdo dos alimentos. O trato digestivo dos dipteros, assim como na
maioria dos insetos, consiste em um tubo de células epiteliais e pode ser dividido, segundo
critérios embrioldgicos e fisioldgicos, em trés grandes regides: intestino anterior, intestino médio
e intestino posterior. Dessa forma, uma importante caracteristica desse sistema é a
compartimentalizacdo espacial. No intestino médio hd a presenca de vdrios tipos celulares
(células colunares, regenerativas, caliciformes e enddcrinas) responsdaveis pela absorcdo e
secrecdo de varios nutrientes e substancias como os hormoénios. Um anel formado por essas
células na regidao anterior do intestino médio € responsdvel pela producdo da membrana
peritréfica, que corresponde a uma rede de miofibrilas quitinosas com uma matriz de carboidratos
e proteinas, formando um tubo que se move em sentido contrdrio para envolver o conteddo
intestinal, protegendo, dessa forma, o intestino contra a abrasdo causada pela passagem dos

alimentos (KLOWDEN, 2002).

1.3- Entomologia Forense

A Entomologia Forense, um ramo especifico do estudo de artrépodes, aplica informacdes
sobre a biologia e o desenvolvimento dos insetos necr6fagos que utilizam matéria em
decomposicdo como fonte de proteinas, além de outros ndo-necréfagos, a fim de obter elementos
relevantes para investigacdes criminais, contra pessoas fisicas ou contra o ambiente. Adultos,
lavas, pupas, pupdrios e/ou exuvias podem ser empregados como evidéncias entomologicas
(AMENDT, KRETTEK, ZEHNER, 2004; TURCHETTO, VANIN, 2004; OLIVEIRA-COSTA,
2007).

O primeiro relato do uso de insetos para associar um suspeito com a cena criminal foi
registrado na China, no século XIII, quando o investigador de um homicidio pediu que
camponeses suspeitos colocassem suas ferramentas de trabalho no chdo e resquicios
imperceptiveis de sangue presentes em uma das foices atrairam as moscas, indicando a possivel
arma do crime, e, dessa forma, apontando seu dono, que posteriormente confessou, como

possivel culpado. Porém, a primeira aplicacdo intencional dos insetos para fins forenses é
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creditada a Bergeret, em 1855, em um caso no qual a estimativa do intervalo pds-morte de uma
crianca encontrada sob o gesso de uma residéncia foi realizada com base nos insetos encontrados
junto ao corpo, indicando a associacdo dos antigos moradores ao crime. Outras aplicagdes
intencionais sdo documentadas a partir do término de 1880, na Franca e Alemanha, em
exumacoes em massa. A utilizacdo de artropodes no campo da medicina legal foi difundida
mundialmente com a publicacdo do livro “La faune des cadavres” em 1894 por Mégnin na
Franca, descrevendo a ocorréncia de ondas sucessionais de artrépodes de acordo com a evolugdo
do processo de decomposicdo de um cadiaver (BENECKE, 2001; GREENBERG, KUNICH,
2002; OLIVEIRA-COSTA, 2007; PUJOL-LUZ, ARANTES, CONSTANTINO, 2008).

No Brasil, o primeiro estudo relacionado a Entomologia Forense data de 1908, realizado
por Edgard Roquette-Pinto no Rio de Janeiro. Neste trabalho, nota-se a preocupacdo na
adequacdo dos parametros de estudo as condi¢Oes brasileiras, uma vez que os trabalhos
desenvolvidos até entdo estavam restritos ao ambiente europeu (ROQETTE-PINTO, 1908). Em
1914, Oscar Freire na Bahia realizou o levantamento da entomofauna necréfaga, também
atentando para a discrepancia entre os dados registrados e os presentes na literatura. Apds este
periodo, entre as décadas de 40 e 80, houve uma escassez de trabalhos voltados a este assunto no
pais, sendo o trabalho de Monteiro-Filho e Penereiro, de 1987, considerado o marco na retomada
das pesquisas (PUJOL-LUZ, ARANTES, CONSTANTINO, 2008).

Atualmente, os estudos relacionados a Entomologia Forense tém sido realizados em
vérios locais do mundo, como Venezuela (VELASQUEZ, 2008), Nova Zelandia (EBERHARDT,
ELLIOT, 2008), Europa Central (AMENDT, ZEHNER, RECKEL, 2008; MATUSZEWSKI et al,
2008), Sudeste da Europa (VANIN et al, 2008), Turquia (OZDEMIR, SERT, 2009), Africa do
Sul (RICHARDS, PATERSON, VILLET, 2008), Portugal (CAINE et al, 2009), Espanha
(ARNALDOS et al, 2005), Canadd (SHARANOWSKI, WALKER, ANDERSON, 2008;
MICHAUD, MOREAU, 2009), China (SONG, WANG, LIANG, 2008; WANG et al, 2008),
Coldmbia (SEGURA et al, 2009), Peru (IANNACONE, 2003), Costa Rica (CALDERON-
ARGUEDAS, TROYO, SOLANO, 2005), Austrdlia (VOSS, FORBES, DADOUR, 2008),
Argentina (CENTENO, ALMORZA, ARNILLAS, 2004; HORENSTEIN et al, 2007), Estados
Unidos (DE JONG, HOBACK, 2006), Brasil (LINHARES, 1981; MONTEIRO-FILHO,
PENEREIRO, 1987; LINHARES, 1988; VON ZUBEN et al, 1996; BASSANEZI et al, 1997;
BOLDRINI et al, 1997; MOURA et al, 1997; SOUZA, LINHARES, 1997; CARVALHO et al,



2000; AMORIM, RIBEIRO, 2001; CARVALHO, LINHARES, 2001; CARVALHO et al, 2004;
THYSSEN et al, 2005; PUJOL-LUZ et al, 2006; THYSSEN, LINHARES, 2007; CARVALHO,
MELLO-PATIU, 2008; MORETTTI et al, 2008a; MORETTI et al, 2008b; SOUZA, KIRST,
KRUGER, 2008), dentre outros paises. Os trabalhos sdo voltados para levantamentos das
espécies de importancia forense, descricio de comportamento, biologia e taxonomia de algumas
espécies, avaliacdo de fatores interferentes no estabelecimento e desenvolvimento desses insetos
e até mesmo a descri¢do de casos criminais elucidados com o auxilio da Entomologia Forense.

A Entomologia Forense pode ser dividida em trés categorias: a urbana, que trata de agdes
civeis devido a presenca de insetos, principalmente com relacdo a venda de imdveis, como a
colonizagdo deste tipo de bem por cupins; a de produtos estocados, a qual considera a
contaminacdo causada por insetos em produtos alimenticios in natura, processados ou estocados,
como a presenca de partes de insetos em biscoitos recheados, por exemplo; e a médico-legal que
analisa os insetos associados a cenas criminais, como mortes suspeitas, a fim de obter
informacOes relevantes ao processo investigativo (LORD, STEVESSON, 1986). Esta tltima
categoria tem sido mais explorada, tanto na 4rea académica com a realizacdo de pesquisas,
quanto no ambito legal com a aplicacio do conhecimento da entomofauna necréfaga em
investigacdes criminais. O estudo dos insetos pode, entdo, ser aplicado em investigacdes de
trafico de entorpecentes (estabelecendo rotas a partir da presenga de insetos endémicos), maus
tratos e negligéncia a criangas e incapazes (observando o desenvolvimento de insetos para inferir
o periodo de privacdo de cuidados) e morte violenta, sendo esta tltima aplica¢do a mais freqiiente
(OLIVEIRA-COSTA, 2007).

Por meio da andlise dos insetos ou vestigios da presenca deles em um cadaver, assim
como o estdgio de desenvolvimento nos quais sdo encontrados, inferéncias sobre alguns fatores
relacionados as circunstincias da morte podem ser realizadas. E possivel identificar o caddver por
meio da andlise do conteido estomacal dos insetos que tenham se alimentado de tecidos
cadavéricos (por identificacio do DNA da vitima); indicar a causa da morte, uma vez que
diferentes circunstancias, como afogamento, carboniza¢do, envenenamento, influenciam na
velocidade de decomposi¢do, na diversidade e/ou na sucessdo da entomofauna; indicar o local
onde a morte ocorreu e se houve movimentacao do caddver; detectar a presenca de entorpecentes
e toxinas, extraindo tais substincias em larvas, pupas, puparios ou mesmo em insetos adultos que

tenham se alimentado dos tecidos de uma vitima que tenha morrido em decorréncia de overdose



ou intoxica¢do; e, o mais utilizado, estimar o intervalo pés-morte (IPM), que consiste no espaco
de tempo decorrido entre a morte e a data em que o corpo foi encontrado (MARCHENKO, 2001;
BENECKE, 2004; OLIVEIRA-COSTA, 2007).

Os insetos associados ao processo de decomposicdo podem ser divididos em quatro
grupos principais: necroéfagos, que se alimentam da matéria organica animal em decomposicdo;
predadores e parasitos de necréfagos, cujo recurso alimentar sdo os imaturos € até mesmos 0S
adultos das espécies necrdéfagas; onivoros, que utilizam tanto a carcaca como algumas das
espécies presentes neste substrato para sua alimentacio; e acidentais os quais consideram o corpo
como uma extensdo de seu habitat natural (CATTS, GOFF, 1992; KOCAREK, 2003;
OLIVEIRA-COSTA, 2007). A decomposi¢do da carcaca € afetada fundamentalmente pelas
espécies necrOfagas representadas principalmente pelos dipteros (familias Calliphoridae,
Sarcophagidae e Muscidae) e coledpteros (familias Silphidae, Cleridae e Dermestidae)
(CARVALHO, LINHARES, 2001; TURCHETTO, VANIN, 2004; OLIVEIRA-COSTA, 2007).

Membros das familias Calliphoridae e Sarcophagidae sdo considerados os principais
invertebrados responsaveis pela remog¢do/consumo da biomassa de carcacas em decomposicao
(REED, 1958; OLIVEIRA-COSTA, 2007). Tais moscas podem ser atraidas a grandes distancias
pelo cheiro da carcaga, devido a presenca de estruturas altamente especializadas para a detec¢cdo
dos odores provenientes do processo putrefativo, chegando pouco tempo apds a morte e, em
alguns casos, permanecendo neste substrato durante todos os estdgios de decomposicao (CATTS,
GOFF, 1992; CAMPOBASSO, VELLA, INTRONA, 2001). Tal fato revela o importante papel
destas familias, justificando a utilizacdo de algumas espécies inclusas nessas categorias como
modelos bioldgicos em pesquisas direcionadas a Entomologia Forense. No caso de corpos
enterrados, a colonizag@o por dipteros € limitada, pois a detec¢do dos odores da decomposicao é
dificultada e as moscas, exceto algumas espécies de Phoridae, ndo sdo capazes de se
estabelecerem no corpo enterrado em uma profundidade superior a 30 cm (CAMPOBASSO,
VELLA, INTRONA, 2001).

Espécies do género Chrysomya (Calliphoridae), tém sido coletadas em grande nimero em
diversos trabalhos de Entomologia Forense realizados na regido do estado de S@o Paulo e no
Brasil (SOUZA, LINHARES, 1997; MARCHIORI et al.,, 2000; CARVALHO et al., 2000;
THYSSEN, 2000; CARVALHO; LINHARES, 2001; RIBEIRO, 2003; TAVARES, 2003;
CARVALHO et al., 2004; ROSA, 2007; MORETTI et al, 2008a) indicando a relevancia de tais
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espécies para estudos forenses. O gé€nero Chrysomya (Diptera: Calliphoridae) é originario do
Velho Mundo e a hip6tese explicativa para a introducdo das espécies C. megacephala (Fabricius),
C. albiceps (Wiedemann) e C. putoria (Wiedemann) (= C. chloropyga) nas Américas é que estas
tenham entrado juntamente com navios de trafico de escravos provenientes do continente

africano (GUIMARAES, PRADO, LINHARES, 1978).

1.4- Estimativa do Intervalo Pos-Morte (IPM)

Para a determinacdo do IPM vdrios parametros podem ser analisados, contudo este
célculo se torna impreciso quanto maior for o tempo decorrido da morte, devido a uma série de
mudancas ocorridas no corpo. Dentre os métodos mais usuais podem ser mencionados: a razdo da
perda de 4dgua através da superficie tegumentar, também conhecido por evaporagdo cutanea, mais
evidente em fetos e criancas, que necessita de um conhecimento prévio da massa corpdrea do
caddver; a rigidez cadavérica (rigor mortis), ocasionada pela desidratacdo muscular e glicélise
anaerobica, que gera o endurecimento das fibras musculares; a diminuicdo da temperatura
corporal, altamente dependente de fatores como a temperatura do ambiente, as vestimentas, a
posicdo, o estado de nutricdo do corpo ou o local; os livores cadavéricos, que sdo manchas
formadas pelo depdsito de sangue em regides de declive do corpo; os fendmenos transformadores
ou cadavéricos; a liberacdo de gases provenientes da putrefacdo; a formacdo de cristais de
Westenhoffer-Rocha-Valverde no sangue putrefeito; e as andlises do conteudo estomacal
(permitindo estimar a hora da ultima refei¢cdo da vitima) e de fundo de olho (formagdo do anel
isquémico perivascular na retina devido a paralisagcdo da circulagdo) (FRANCA, 2008).

As modificagdes sofridas por um cadaver em decomposicdo fazem parte de um processo
continuo que segue uma ordem constante e freqiiente. Essas modificacdes podem ser divididas
em estdgios para facilitar o estudo, sendo que o tempo de duracdo de cada etapa ndo é fixo e
imutavel, podendo diferir. Isto porque o tempo de decomposicdo sofre interferéncia de fatores
inerentes a matéria (idade, causa da morte, constituicdo e integridade do corpo) e ao ambiente
(temperatura, umidade do ar, precipitacdo, incidéncia luminosa) no qual o cadaver se encontra
(BORNEMISSZA, 1957; CARRERA, 1991; CAMPOBASSO, VELLA, INTRONA, 2001).
Segundo Bornemissza (1957), o caddver/carcaca passa por cinco estdgios de decomposicdao

descritos da seguinte maneira:
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I. Decomposigdo inicial (ou carcaga recente): carcaga apresenta-se fresca externamente e
em decomposi¢cdo internamente; propicia a atividade de microrganismos, como bactérias,
protozoérios e nematddeos, presentes no animal antes de sua morte;

IL. Putrefacdo (ou inchago): acimulo de gases produzidos internamente, acompanhado da
liberacdo de odores de putrefacdo fresca;

III. Putrefacdo escura (decomposicdo ativa): rompimento do corpo com escape de gases,
consisténcia cremosa com partes expostas negras e odor de putrefacdo muito forte;

IV. Fermentacdo (decomposi¢do avancada): carcaca secando por fora com alguns restos
frescos; superficie ventral do corpo embolorando devido a fermentacao;

V. Estdagio final ou seco (restos de esqueleto): a carcaca encontra-se quase seca,
diminuindo a velocidade de decomposicao.

Quando os procedimentos tradicionais tornam-se inespecificos, comprometendo a
acurdcia da estimativa do IPM, a Entomologia Forense apresenta-se com uma alternativa de
maior precisdo para o célculo da cronotanatognose, especialmente nos casos nos quais o tempo
decorrido do o¢bito ultrapassa trés dias (CATTS; HASKELL, 1990). Para as anélises
entomoldgicas torna-se imprescindivel a identificacdo taxonOmica correta dos espécimes
coletados, além do conhecimento de quais espécies de insetos estdo associadas ao material em
decomposicdo, sua biologia, ecologia e das condi¢Oes intrinsecas e extrinsecas na progressao do
processo putrefativo que possam interferir no desenvolvimento de tais espécies (CARRERA,
1991; SIEGEL, KNUPFER, SAUKKO, 2000). Isto porque o tempo de decomposi¢do sofre
interferéncia de fatores inerentes a matéria (idade, causa da morte, constituicdo e integridade do
corpo) e ao ambiente (temperatura, umidade do ar, precipitacdo pluviométrica, incidéncia
luminosa) no qual o caddver se encontra, e até mesmo da massa larval presente
(BORNEMISSZA, 1957; CARRERA, 1991; BYRD; CASTNER, 2001; CAMPOBASSO,
VELLA, INTRONA, 2001).

Em geral, duas formas podem ser utilizadas para estimar o IPM quando este célculo é
fundamentado em evidéncias entomoldgicas. A primeira baseia-se no estudo da taxa de
desenvolvimento de ovos, larvas e/ou pupas encontradas na matéria organica em decomposicao.
Neste caso, os imaturos de estddios mais adiantados sdo coletados, sendo que parte da amostra é
fixada e a outra parte, criada até a formacdo de adultos para fins de identificacdo taxondmica e

comparacao com bancos de dados sobre biologia e ecologia pré-existentes (restritos a algumas
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espécies), fornecendo um intervalo minimo de exposi¢do do corpo. Nesta maneira, o IPM pode
ainda ser estimado calculando-se o padrdo de dependéncia da temperatura (metodologia
conhecida por graus-dia acumulados ou graus-hora acumulados); a regressdo linear em fun¢do da
temperatura ou do ganho de massa dos imaturos; ou por um modelo matematico de crescimento
larval que utiliza uma constante de alometria para correlacionar massa e gasto energético, dentre
outros procedimentos menos usuais. O segundo modo analisa a sucessdo da entomofauna que
coloniza o cadaver, associando o aparecimento de determinadas espécies a fase de decomposicao
na qual s@o encontradas, uma vez que estas espécies apresentam preferéncia por determinados
estagios de putrefacdo dos tecidos de acordo com a progressao do processo (CATTS; HASKELL,
1990; BYRD; CASTNER, 2001; MARCHENKO, 2001; OLIVEIRA-COSTA, 2007).

1.5- Entomotoxicologia

Quando analises convencionais ndo podem ser realizadas, a utilizagdo da artropodofauna
necr6faga mostra-se como uma valiosa alternativa para a investigacdo, por exemplo, de
substancias téxicas de uso continuo, freqiiente ou esporadico (neste dltimo caso, associada a
causa da morte ou utilizada momentos antes do 6bito), assim como seus metabdlitos presentes no
caddver, demonstrando que estas podem retardar ou acelerar o desenvolvimento de algumas
formas imaturas de certas espécies, principalmente de moscas (GOFF et al., 1991; BOUREL et
al., 1999; BOUREL, et al., 2001b; CARVALHO; LINHARES; TRIGO, 2001; CARVALHO,
2004; GUPTA; SETIA, 2004). Isto aponta para a necessidade de se fazer observacgodes
considerando este parametro para inferir o IPM, uma vez que, ao interferirem no ciclo de
desenvolvimento dos insetos, a presenga de substancias téxicas pode induzir ao erro da estimativa
(INTRONA, CAMPOBASSO, DIFAZIO, 1998; GREENBERG, KUNICH, 2002).

A Entomotoxicologia define-se, entdo, como a ci€ncia que aplica andlises toxicoldgicas a
insetos que se alimentam de tecidos em decomposicdo a fim de identificar qualitativa e, em
alguns casos, quantitativamente, drogas e toxinas presentes neste substrato, além de estudar como
estas substincias podem influenciar o ciclo de desenvolvimento destes organismos ou alterar a
atratividade destes pela carcaca/cadaver (BEYER, ENOS, STAIJIC, 1980; INTRONA,
CAMPOBASSO, GOFF, 2001). Esta ramificacio da Entomologia Forense obteve denotado
desenvolvimento no final de 1970, periodo no qual a detecc¢do de vérias drogas e seus metabdlitos

em amostras entomoldgicas tornou-se possivel (GUPTA, SETIA, 2004).
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O encontro de caddveres em fases bem avancadas de decomposi¢do ou esqueletizacdo ndo
¢ incomum. Em certos casos, em conseqiiéncia da causa ou pelo tempo decorrido da morte, pode
haver, devido aos processos naturais da decomposi¢do, inviabilizacdo de amostras usadas em
andlises toxicoldgicas, como sangue, urina e Orgdos, tornando os insetos uma alternativa
adequada para este fim (BEYER, ENOS, SATJIC, 1980; KINTZ et al., 1990b; KINTZ,
TRACQUI, MANGIN, 1990; BYRD, CASTNER, 2001). Outro fator a ser considerado é que a
utilizacdo de tecidos vivos € sempre mais indicada a esses testes, sendo que a forma de
assimilacdo da droga pelo inseto ocorre exclusivamente por meio da alimentacdo no substrato
contaminado (KINTZ et al., 1990b; KINTZ, TRACQUI, MANGIN, 1990).

Poucos estudos tém sido desenvolvidos para avaliar os efeitos de contaminantes de
tecidos animais, como toxinas e poluentes ambientais, no desenvolvimento e comportamento de
insetos necréfagos. Por isso, tais questdes, assim como o aprofundamento nas técnicas de andlise
dessas substincias por meio do exame dos insetos tém se apresentado como campos promissores
da Entomotoxicologia (BYRD, CASTNER, 2001). As drogas e seus metabdlitos podem ser
detectados nas larvas quando a taxa de acumulacdo excede a de eliminagdo, entretanto este
mecanismo de bioacumulagdo nos imaturos e como esta atividade interfere no desenvolvimento
dos espécimes ainda nao sdo bem esclarecidos (OLIVEIRA-COSTA, 2007).

A quantificagdo da droga por meio dos artropodes torna-se mais complexa devido ao
tropismo dos farmacos e toxinas por determinados 6rgdos. Isto faz com que a concentracdo
dessas substincias nas larvas seja dependente do tecido fonte de alimentacdo desse imaturo,
causando interferéncias nessa observacdo. Em rotina laboratorial, ocorre a maceracdo e
homogeneizacdo das larvas para formar um pool que é submetido ao teste analitico, ndo
considerando o local do corpo do qual a amostra foi retirada (BEYER, ENOS, SATIJIC, 1980;
KINTZ et al., 1990a; KINTZ et al., 1990b).

A correlag@o entre a concentracdo de drogas presentes nos tecidos dos quais as larvas se
alimentam e nos tecidos dos insetos € bastante controverso. Alguns estudos (GOFF, OMORI,
GOODBROD, 1989; INTRONA et al., 1990; KINTZ et al., 1990b) apontam para a existéncia
dessa correlacdo, apesar de considerarem a diminuicdo dos niveis da droga nos imaturos em
comparacdo a concentracdo observada nos tecidos usados como recurso alimentar.
Contrariamente, outros trabalhos (KINTZ et al.,, 1990a; NOLTE, PINDER, LORD, 1992;
SADLER, SENEVIRATNE, POUNDER 1997) indicam nao haver a existéncia de tal relagdo em
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decorréncia do processo de acumulacao e eliminagdo de substincias pelas larvas que pode variar
conforme a droga e a espécie em questdo e ainda ndo estdo esclarecidos, tornando este tipo de
andlise imprecisa. Além disso, para a aplicabilidade da entomotoxicologia fatores como a correta
determinacdo da espécie necrofaga, a possivel redistribuicdo ou estabilizacdo da droga apds o
obito, a farmacocinética e farmacodindmica dos compostos em questdo, a interacdo de vdrias
substancias no caso de uso associado de vdérias drogas, devem ser considerados para que as
inferéncias provenientes desta metodologia ndao sejam invalidadas (TRACQUI et al., 2004).

A andlise de farmacos, drogas e substincias toxicas presentes em insetos (imaturos,
adultos, pupdrios ou exuvias) que se alimentaram da matéria organica contaminada ocorre por
meio de procedimentos analiticos que incluem o radioimunoensaio (RIA), a cromatografia gasosa
(GC), a cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa (GC/MS), a cromatografia de
placa ou camada delgada (TLC) ou a cromatografia liquida associada a espectrometria de massa
(HPLC/MS) (BYRD, CASTNER, 2001; OLIVEIRA-COSTA, 2007). Os insetos freqiientemente
utilizados nessas andlises sdo espécimes das familias Calliphoridae, Sarcophagidae e Muscidae
(Diptera) e também Dermestidae (Coleoptera) (GAGLIANO-CANDELA, AVENTAGGIATO,
2001).

Em 1890, Webster observou a presenca de forideos (Conicera sp.) (Diptera: Phoridae)
associados a um caddver em decomposicdo com toxinas, neste caso arsénico, contudo sem
acreditar no valor forense dessa observacdio (GREENBERG, KUNICH, 2002). A primeira
proposicdo do uso de espécimes entomoldgicos para andlises toxicolégicas, precisamente larvas,
ocorreu em 1980, com o trabalho no qual, devido a auséncia de tecidos integros do cadaver
encontrado j4 em avancado estdgio de putrefacdo, larvas de Cochlimoyia macellaria (Fabricius)
(Diptera: Calliphoridae) foram coletadas e submetidas a andlises toxicoldgicas (TLC e
HPLC/MS), confirmando suspeita da presenca de fenobarbital gerada por informagdes anteriores
que apontavam suicidio por overdose desse firmaco (BEYER, ENOS, SATIJIC, 1980).

Posterior a esse estudo, outros foram realizados corroborando o emprego dos insetos em
analises toxicologicas realizadas exclusivamente com estas ‘matérias-prima’ ou simultaneamente
com amostras do proprio caddver, afirmando a aplicabilidade de tal ferramenta em processos
criminais. As principais substancias estudadas sdo as comumente usadas de forma abusiva e
apontadas como as mais recorrentes em casos de suicidios e mortes por intoxicagdo, como 0s

antidepressivos (barbituricos), opidides (morfina), narcdticos (cocaina) (GOFF, OMORI,
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GOODBROD, 1989; SADLER et al, 1995; GOFF et al, 1997; GAGLIANO-CANDELA,
AVENTAGGIATO, 2001; INTRONA, CAMPOBASSO, GOFF, 2001; CAMPOBASSO et al.,
2004).

Para verificar a bioacumulacdo de mercurio em insetos sarcosaprofagos, larvas de
califorideos, coledpteros adultos predadores e seus imaturos foram avaliados. Foi observado que
os califorideos, assim como os coledpteros predadores, possuem alta tolerancia e capacidade de
bioacumular mercudrio, principalmente quando esta substdncia apresenta-se na forma de
metilmercirio, além de apresentarem mecanismos para excre¢do deste composto, especialmente
na fase adulta. Tal fato indicou a existéncia de ao menos dois niveis troficos para a
bioacumulacdo de mercurio abaixo dos predadores vertebrados (NUORTEVA, NUORTEVA,
1982).

Sohal e Lamb (1977; 1979) investigaram a deposicao e excre¢do de metais em adultos de
Musca domestica (Linnaeus) (Diptera: Muscidae). Nesses estudos, foram oferecidas dietas
contendo minerais (sulfato de cobre e gluconato de ferro) aos imaturos de moscas-domésticas
que, apds a emergéncia dos adultos, foram submetidas a procedimentos analiticos,
imunohistoquimicos e de microscopia eletronica de varredura. Observou-se que esse diptero
apresenta tolerdncia a estes compostos e que a concentracdo destas substiancias aumenta
proporcionalmente a idade da mosca, apesar de ndo serem visiveis efeitos toxicos na
sobrevivéncia do adulto. Foi constatado também que o zinco e o cdlcio sdo primariamente
depositados nos tibulos de Malpighi, ao passo que o cobre é armazenado no intestino médio.

Malathion, um pesticida organofosforado, foi recuperado em larvas de C. megacephala e
Chrysomya rufifacies (Macquart) (Diptera: Calliphoridae) provenientes de um caso de suicidio
por envenenamento. Esse composto foi detectado por meio de GC e mostrou ser também
interferente na taxa de desenvolvimento desses dipteros, além de adiar a oviposi¢do por vérios
dias, contribuindo para uma subestimativa do IPM (GUNATILAKE, GOFF, 1989).

Calliphora vicina (Robineau-Desvoidy) (Diptera: Calliphoridae) foi criada utilizando
musculos de cadaveres provenientes de casos de suicidio por amitriptilina, temazepam e uma
combinacdo de trazodone e trimipramina, antidepressivos, exceto temazepam, um
benzodiazepinico. As andlises toxicologicas demonstraram que estes compostos foram
incorporados nos tecidos larvais. Contudo, com a transferéncia dos imaturos para substratos sem

a presenca das drogas para a conclusdo dos estdgios de alimentacdo e pupariacdo, foi possivel
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observar que essa espécie € capaz de eliminar tais substincias rapidamente, inclusive durante o
estdgio de pupa. Além disso, a identificacdo desses componentes na pupa foi considerada
insuficiente, pois em concentragdes muito baixas (menores que 0,01 pg droga/g de larva) os
testes toxicoldgicos tornam-se insensiveis (SADLER et al, 1995). Por isso, recomenda-se que
apenas larvas que se alimentam ativamente no substrato sejam coletadas e utilizadas em
investigacdes toxicologicas (SADLER et al, 1995; SADLER, SENEVIRATNE, POUNDER,
1997).

Larvas de Lucilia sericata (Meigen) (Diptera: Calliphoridae) foram criadas em figados
provenientes de caddveres humanos, previamente analisados por GC/MS e positivos para a
presenca de opidides, cocaina, barbituricos e antidepressivos como clomipramina, amitriptilina,
nortriptilina, levomeprazina e tioridazina, a fim de se estabelecer a existéncia ou ndo de
correlacdo entre a presenca de drogas em tecidos humanos e das larvas necréfagas. Para os
opidides e cocaina, tanto larvas que se alimentam ativamente quanto pré-pupas apresentam-se
como amostras adequadas a andlises toxicoldgicas. No entanto, as propriedades quimicas dos
antidepressivos e barbituricos devem ser consideradas por interferirem diretamente no
desenvolvimento das larvas, afetando a detec¢do analitica dessas substancias (CAMPOBASSO et
al., 2004).

O acimulo de drogas em larvas também pode ser determinado com o uso de técnicas
histopatoldgicas, por meio da reacdo de imunohistoquimica. Essa técnica permitiu identificar, por
exemplo, uma rapida absorcido de morfina pelo epitélio intestinal de larvas de terceiro estadio de
Calliphora vomitoria (Linnaeus) ao observar a deposicao desta droga em uma area situada entre a
endocuticula e a exocuticula (BOUREL et al., 2001a). Esse tipo de andlise pode ser estendido
inclusive aos pupdrios, na auséncia de outras amostras, pois o tegumento da pré-pupa € destacado
para formar esta estrutura em dipteros muscéideos, como ja foi visto anteriormente.

Tecidos e fluidos (coragdo, figado, pulmao, baco, rim e bile), assim como larvas de
califorideos recolhidas de um corpo foram submetidos a testes toxicologicos (HPLC) revelando,
em todos os ensaios, a presenca de triazolam, oxazepam, fenobarbital, alimemazina,
clomipramina, compostos usuais em casos de suicidio (KINTZ et al., 1990a). Bromazepam e
levomeprazina foram identificados, por meio de HPLC, em larvas de Piophilidae (Diptera)

coletadas de um corpo completamente deteriorado (KINTZ et al., 1990b).
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A recuperagdo de cocaina e seu metabdlito benzoilecgonina, por meio de RIA seguido de
GC/MS, em larvas de C. vicina coletadas j4 mortas sobre um caddver, associada a andlise
toxicolégica de amostras de musculo esquelético e ao conhecimento da meia-vida da cocaina in
vivo, possibilitou apontar overdose por cocaina como a causa da morte (NOLTE, PINDER,
LORD, 1992). Em condi¢des experimentais, a presenca dessa droga e seu metabdlito mostraram-
se interferentes no desenvolvimento de Boettcherisca peregrina (Robineau-Desvoidy) (Diptera:
Sarcophagidae), submetidos as maiores concentragdes da droga, acelerando o tempo requerido
para atingir a fase de pupa e emergéncia dos adultos, o que pode gerar uma super estimativa de
24 horas no célculo do IPM (GOFF, OMORI, GOODBROD, 1989).

O desenvolvimento das técnicas de extracdo de compostos presentes em fios de cabelo
proporcionou a obtencdo de informagdes toxicoldgicas a partir de resquicios quitinosos dos
insetos como pupdrios, exuvias e até mesmo fragmentos do exoesqueleto, artefatos comumente
recuperados em restos mortais mumificados ou esqueletizados (BYRD, CASTNER, 2001). A
primeira utilizagdo de tecidos quitinizados (pupdarios de forideos, exoesqueletos e fezes de
coledpteros dermestideos) para a deteccdo de drogas foi realizada em um corpo mumificado
encontrado em uma residéncia em 1991 (MILLER et al., 1994).

Virios estudos experimentais foram desenvolvidos utilizando modelos animais. O efeito
do antidepressivo triciclico amitriptilina em Parasarcophaga ruficornis (Fabricius) (Diptera:
Sarcophagidae) foi avaliado mediante a utilizacdo de coelhos submetidos a diferentes
concentragdes dessa droga. Além da identificacdo desse composto nas larvas por meio do HPLC,
foi observada maior mortalidade das larvas exposta a droga, se comparadas ao grupo controle, e a
alteracdo do tempo de desenvolvimento larval, com um retardo de cerca de 77 horas para os
espécimes criados com os tecidos contendo as maiores concentragdes deste firmaco, fato que, se
desconsiderado, pode gerar subestimativa do IPM (GOFF et al., 1993).

O efeito da metanfetamina e de um composto derivado, o 3,4 metilenedioximetanfetamina
(MDMA), também foram estudados para Parasarcophaga (Liopygia) ruficornis (Fabricius)
(Diptera: Sarcophagidae). No primeiro caso, o tempo requerido para pupariacao foi maior para os
grupos expostos a droga, indicando um aumento de 18 horas no tempo de desenvolvimento larval
e 48 horas na fase de pupa, alterando significativamente o [IPM se o parametro para célculo forem
tais estagios. Apesar disso, a droga ndo foi detectada pela técnica do RIA devido a ocorréncia de

reacOes inespecificas que geraram falsos positivos (GOFF, BROWN, OMORI, 1992). Para o
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MDMA foi verificada uma diminui¢do no tempo de desenvolvimento larval do grupo exposto a
maior concentragdo dessa substancia, assim como a menor taxa de mortalidade. A técnica de
HPLC/MS permitiu a recuperacdo da droga nas larvas e pupdrios em quantidades diretamente
relacionadas as concentracdes presentes nas amostras bioldgicas dos coelhos que, depois de
mortos, forneceram o substrato alimentar para a criagdo desses imaturos (GOFF et al., 1997).

Ainda utilizando P. (L.) ruficornis, foi avaliado o efeito de fenciclidina, um tranqiiilizante
animal considerado droga de abuso, administrado em coelhos utilizados como substrato alimentar
para os imaturos deste diptero. A taxa de desenvolvimento larval ndo sofreu alteracdo, embora o
estdgio de pré-pupa tenha sido menor e a fase de pupa maior para os grupos submetidos ao
farmaco. J4 a taxa de mortalidade foi proporcional ao aumento da concentracdo da droga. A
andlise toxicoldgica de tecidos provenientes do coelho assim como das larvas, pela GC/MS,
permitiram a identificacdo da fenciclidina, apesar de ndo ser possivel a correlacdo concentracdao
da droga/tecido em ambas as fontes de amostras (GOFF et al., 1994).

A fim de se padronizar protocolos para estudos entomotoxicoldgicos, a utilizagdo de
coelhos como modelos animais foi avaliada por meio da perfusio de morfina, que permitiu
elucidar também as vias de distribuicio dessa substancia apds administracdo intravenosa,
possibilitando a realizacdo de inferéncias em casos reais a partir de observagdes experimentais.
Houve ripida absorcao e lenta eliminacdo deste composto e, também, diferenca de concentracio
da droga de acordo com o 6rgdo em questio (HEDOUIN et al., 1999a).

Posteriormente, a deteccdo de niveis de morfina em larvas e pupdrios de L. sericata
(HEDOUIN et al., 1999b), Protophormia terraenovae (Robineau-Desvoidy) e Calliphora vicina
(Robineau-Desvoidy) (HEDOUIN et al., 2001) (Diptera: Calliphoridae) criadas em carcacas de
coelhos previamente tratados com diferentes concentracdes deste opidide foi realizada. As
concentragdes da droga nos tecidos do coelho foram similares as encontradas em humanos em
casos de overdose. Contudo a existéncia de correlacdo entre este valor e as amostras
entomoldgicas foi observada apenas para larvas de terceiro estddio. Para L. sericata, também ha
registro de que a presenca de morfina pode gerar uma subestimativa de 24 horas no célculo do
IPM, por ocorrer um retardo na taxa de desenvolvimento larval dessa espécie (BOUREL et al.,
1999). A recuperacdao de morfina em pupdrios e adultos dissecados de L. sericata e em puparios
de Dermestes frischi Kugelmann (Dermestidae) também foi possivel por meio de RIA, contudo

apenas em altas concentracdes (BOUREL et al., 2001b). Assim como as espécies de moscas
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citadas anteriormente, os coledpteros D. frischi e Thanatophilus sinuatus (Fallen) (Coleoptera:
Silphidae) também podem ser utilizados para detec¢ao de morfina. Larvas, pupas e adultos de D.
frischi mostraram-se positivos para a presenca de morfina, observacdo feita por meio da
aplicacdo da técnica de RIA, sendo possivel uma correlacio da concentracdo desta droga nas
amostras entomolégicas e nos tecidos do coelho utilizados como recurso alimentar. Para T.
sinuatus, essa correlacdo apresentou melhores parametros nos segundo e terceiro estadios larvais,
sendo que nas pupas a morfina ndo foi detectada (BOUREL et al., 2001c).

A heroina, droga derivada da morfina, foi recuperada na forma de metabdlitos (codeina e
morfina) por RIA em tecidos de coelho, assim como larvas de B. peregrina foram positivas para
a presencga de opidide em idades especificas. Similarmente as observacgdes feitas para a morfina, a
heroina pode alterar o IPM em 29 horas ou de 18 a 38 horas quando o célculo € realizado com
base nos desenvolvimentos larval e da pupa, respectivamente, devido ao ganho de massa mais
réapido ocasionado pela exposicao a droga (GOFF et al., 1991).

Por L. sericata poder ser empregada em bioterapia (utilizagdo de larvas necréfagas para
debridamento de feridas), a acdo de sete antibidticos (ampicilina, cefazolina, ceftizoxima,
clindamicina, gentamicina, mezlocilina e vancomicina) no desenvolvimento desta espécie foi
avaliada, demonstrando resultados aplicdveis também a Entomotoxicologia. Gentamicina e
cefazolina causaram uma diminui¢do significativa na taxa de sobrevivéncia larval, os demais
antibidticos ndo interferiram nas taxas de sobrevivéncia, formacdo de pupas ou ganho de massa
dos imaturos (SHERMAN, WYLE, THRUPP, 1995).

A acdo de analgésicos e barbitiricos presentes nos recursos alimentares utilizados por
larvas de C. vicina foi avaliada. Nao foi possivel estabelecer um padrao geral para a acdo de
analgésicos e barbitiricos no desenvolvimento deste diptero, com base nas estruturas quimicas
semelhantes. Apesar disso, a auséncia de drogas nas larvas ndo indica necessariamente a auséncia
de drogas nos tecidos dos quais as larvas tenham se alimentado (SADLER et al., 1997). Os
efeitos causados pelo paracetamol em larvas de C. vicina que consumiram figado contaminado
com este analgésico foram avaliados também por O’Brien e Turner (2004). Os autores
observaram que este formaco afeta ligeiramente o desenvolvimento desse califorideo, por ter sido
visivel uma diferenca de cerca de 12 horas entre o segundo e quarto dias de desenvolvimento dos

imaturos se comparados ao grupo criado na auséncia desse composto. Todavia, foi constatado
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anteriormente que o paracetamol € eficientemente eliminado por esta espécie, ndo sendo
detectado posteriormente a esse periodo (SADLER et al., 1997).

Nordiazepam, um benzodiazepinico de longa duracdo, e seu metabdlito, oxazepam
presentes em larvas e pupérios de C. vicina foram detectados e quantificados por meio da LC-
MS/MS. Para as larvas criadas em concentragcdes proximas a terapéutica, picos de nordiazepam
foram registrados no quarto dia, sendo que a partir do sétimo até oitavo dias apenas oxazepam foi
detectado. No pupdrio, tanto a droga quanto seu metabdlito foram recuperados, indicando haver
metabolizacdo e bioacumulacdo destas substancias. Apesar de serem detectados, a droga e seu
metabdlito ndo alteraram significativamente o desenvolvimento dos imaturos (PIEN et al., 2004).

Diazepam, também da classe dos benzodiazepinicos, foi detectado por meio da GC-MS
em tecidos de coelho e em larvas de C. albiceps e C. putoria, oriundos de um experimento
usando este modelo animal previamente injetado com tal droga como modelo e substrato de
criacdo para este califorideos. Foi possivel observar, ao contririo do nordiazepam, que o
desenvolvimento dos imaturos foi alterado por este composto, sendo mais acelerado no periodo
de 18 a 54 horas em comparacdo ao grupo criado sem a presenca desse benzodiazepinico
(CARVALHO, LINHARES, TRIGO, 2001).

Sarcophaga (Curranea) tibialis (Macquart) (Diptera: Sarcophagidae) também foi avaliada
quanto a alteracdes mediante a presenca de drogas no recurso alimentar utilizado pelos imaturos.
Frente a metohexital de s6dio, um barbitirico depressor do metabolismo, e o esterdide
hidrocortisona estimulante do metabolismo, ambos adicionados a figado de galinha,
posteriormente oferecido as larvas de S. tibialis, ndo foram observadas diferencas significativas
nas taxas de sobrevivéncia tanto das larvas quanto das pupas e dos adultos emergidos. Ambas as
drogas retardaram o desenvolvimento larval dessa espécie, sobretudo quando em baixas
concentragdes, € para o barbitirico foi observada uma diminui¢do no tempo requerido para
alcancar o estdgio de pupa em comparacdo ao grupo controle. Contudo, o tempo total de
desenvolvimento ndo foi alterado para os diferentes tratamentos, inclusive com relacdo aos
grupos mantidos sem a presencga dessas substancias (MUSVASVA et al., 2001).

Para a andlise rdpida e deteccdo quantitativa de barbitiricos em larvas e pupdrios de C.
vicina, Wood e colaboradores (2003) propuseram a utilizagdo de LC-MS-MS. Os testes
realizados para avaliar a aplicabilidade desta metodologia a amostras entomolégicas mostraram a

alta sensibilidade deste tipo de andlise, sendo possivel a detec¢do de nordiazepam e oxazepam em
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uma unica larva ou pupdrio, com limites de detec¢do variando de 1,88 a 5,13 pg/mg para larva e
de 6,28 a 19,03 pg/mg para o pupério.

A acdo de escopolamina, droga depressora do sistema nervoso central, utilizada como
analgésico foi avaliada para o desenvolvimento do califorideo C. putoria. Foram observados
efeitos significativos de acordo com a concentracdo dessa droga nos imaturos. O grupo controle e
o de menor concentracdo obtiveram maior ganho de massa, 0 grupo com a concentragiao
intermedidria de escopolamina apresentou desenvolvimento mais lento e as larvas submetidas a
maior concentracdo da droga apresentaram 100% de mortalidade. A taxa de sobrevivéncia na fase
de pupa foi decrescente considerando o controle e o aumento da concentracdo da droga
(GRELLA et al., 2007). Um outro composto também depressor do sistema nervoso central, o
brometo de butilescopolamina, foi investigado para uma outra espécie de califorideo, a C.
megacephala. Os resultados observados foram semelhantes aos encontrados no estudo anterior,
com o retardo no desenvolvimento para os espécimes expostos a concentragdes intermedidrias da
droga, morte dos imaturos para a maior concentracdo, além de ter sido avaliado o tamanho das
larvas que foi menor para aquelas submetidas ao farmaco (OLIVEIRA et al., 2009).

A influéncia de testosterona de uso veterindrio no desenvolvimento larval de C. albiceps
foi investigada por meio da realizacdo de um estudo experimental, a partir da exposicao de ovos
desta espécie a diferentes concentracdes do referido hormdnio acrescido em dietas artificiais de
criacdo. Nao foi observada alteracdo no tempo de desenvolvimento dessa mosca, contudo, as
larvas expostas a testosterona apresentaram um ganho de massa cinco vezes superior ao
alcancado pelos imaturos do grupo criado sem a adi¢@o desta substancia (FERRARI et al., 2008).

Apesar do conhecimento restrito sobre a atuacdo de muitos compostos na taxa de
desenvolvimento de insetos necréfagos, a aplicagdo da Entomotoxicologia em casos reais, como
foi exposto, tem se mostrado bem sucedida. Esta alternativa torna-se mais uma importante
ferramenta em investigacdes forense, contudo sdo necessarios outros estudos, mais aprofundados,
focando questdes como bioacumul¢do, o metabolismo dos insetos frente a acdo de drogas,
estudos experimentais para a formagdo de banco de dados, a fim de se compreender e explorar
todo o potencial dessa vertente (BYRD, CASTNER, 2001; INTRONA, CAMPOBASSO, GOFF,
2001).
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1.6- Esteroides Anabélico-Androgénicos

O aumento de mortes relacionadas ao consumo de drogas ilicitas, de abuso ou outras
substancias téxicas apontam para o grande interesse em estudos entomotoxicologicos
(INTRONA, CAMPOBASSO, GOFF, 2001). O consumo de drogas ilicitas tornou-se um sério
problema nas sociedades em meados dos anos 60, coincidentemente com o movimento hippie, a
Guerra do Vietna e revoltas estudantis em vérios paises (SIEGEL, KNUPFER, SAUKKO, 2000).
Em todo o mundo, cerca de 200 milhdes de pessoas, aproximadamente 4,8% da populacdo
mundial entre 15 e 64 anos, fazem uso de drogas ilicitas (UNODC, 2007). Juntamente com 0s
narcoéticos, os esteroides anabdlico-androgénicos (EAA) sao utilizados indiscriminadamente por
atletas, praticantes de atividades fisicas, adolescentes e individuos interessados em obter
aumentos rapidos de massa muscular e for¢a, além da diminui¢do do tempo de recuperagdo entre
exercicios fisicos intensos (LISE, et al. 1999). Os EAA tém sua producdo, comércio,
manipulacdo e uso controlados por serem consideradas substancias que podem causar danos
severos ao usudrio em caso de abuso. Esta restricdo faz com que muitos usudrios busquem a
obtenc¢do destas substancias por meios ilicitos, como o mercado negro e laboratdrios clandestinos,
tornando duvidosa a procedéncia da substancia e do principio ativo (SILVA, DANIELSKI,
CZEPIELEWSKI, 2002).

Os esterdides anabolizantes ou esterdides anabdlico-androgénicos sdo substancias semi-
sintéticas ou sintéticas derivadas da testosterona, hormonio sexual masculino (Fig. 2). Podem ser
utilizados com fins terap€uticos no tratamento de algumas doengas como, por exemplo,
sarcopenias, hipogonadismo, cancer de mama e osteoporose. Nos esportes, os EAA sado utilizados
a fim de aumentar a forga fisica e a massa muscular por meio da atividade anabdlica (promog¢ao
do crescimento muscular) superior a atividade androgénica (formacdo ou reafirmacdo dos
caracteres sexuais masculinos) destas substancias (SILVA, DANIELSKI, CZEPIELEWSKI,
2002; GOODMAN-GILMAN, 2003). A molécula de testosterona foi isolada, caracterizada
quimicamente e seus efeitos basicos esclarecidos por volta de 1935, sendo possivel, a partir de
entdo, a producdo e disponibilizacdo de compostos sintéticos (YESALIS, 1993). A esterificacao
dos EAA confere a molécula propriedade lipofilica, permitindo a retencdo desta substancia no
organismo por mais tempo, promovendo, conseqiientemente, um aumento de sua atividade
(OGA, 1996), além de evitar a degradacdo antes da passagem para a circulagdo sistémica

(GOODMAN-GILMAN, 2003).
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Na prética de esportes, a alteracdo da capacidade fisiolégica de um determinado sistema
organico a fim de se obter um resultado acima da capacidade normal do individuo, alterando o
desempenho fisico, psicolégico e/ou periodo de recuperacdo fisica, afetando o rendimento
mediante a utilizacdo de substancias quimicas, ou outros meios artificiais, ¢ conhecida como
dopagem. Muitas vezes sdo utilizadas doses excessivas para o alcance de determinados efeitos e
isto pode levar a intoxicagdes, desenvolvimento de tolerancia e dependéncia. Além dos EAA e
outros hormodnios (do crescimento, gonadotrofinas e corticotrofina), estimulantes do sistema
nervoso central (anfetaminas, metanfetaminas, cocaina e cafeina), depressores desse mesmo
sistema (narcoanalgésicos e dlcool), diuréticos e farmacos que atuam no sistema hematopoiético

estdo entre os agentes de dopagem mais utilizados (OGA, 1996).

O

Figura 2. Estrutura quimica da testosterona (CAS: 58-22-0) (Goodman-Gilman, 2003).

Ainda ndo se sabe ao certo se a hipertrofia muscular e o aumento da forca devido ao uso
de EAA sdo decorrentes da acdo do principio ativo ou da retencdo de fluidos corporais, efeitos
comportamentais ou placebo (SILVA, DANIELSKI, CZEPIELEWSKI, 2002). Contudo, quando
utilizados em doses superiores a terapéutica, geralmente de 10 a 20 vezes (OGA, 1996), os EAA
tém seus efeitos colaterais como calvicie, hipertrofia prostitica (em homens), acne, hipertensao,
aumento das taxas de colesterol potencializando riscos de enfarte e derrame, limitacdo do
crescimento para jovens (devido ao fechamento prematuro dos discos de crescimento das epifises
dsseas), virilizacdo em mulheres, ginecomastia, impoténcia, esterilidade, insOnia, hepatoxicidade,
problemas em tenddes e ligamentos (devido ao aumento da for¢a e do tamanho das fibras
musculares), retengiio de fluidos corporais, mais evidenciados (GUIMARAES-NETO, 2005). O

reflexo dos efeitos colaterais pode ser observado também no aumento da taxa de mortalidade do
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grupo de usudrios dos EAA, aproximadamente 4,6 vezes maior em relagdo aos ndo usudrios
destas substancias (CUNHA et al, 2004).

O uso ilicito dos EAA nos esportes parece ter iniciado na década de 50 com os
halterofilistas e fisiculturistas, apesar da busca por meios que alterassem o desempenho em
atividades fisicas j4 ter sido relatado nos jogos olimpicos do final do século III a.C. O uso dos
EAA ¢ bastante difundido entre atletas, praticantes de musculacdo e freqiientadores de
academias. Contudo, devido ao uso abusivo, a estatistica referente ao nimero de usuarios niao €
clara e por vezes imprecisa. Estima-se que mais de 50% dos halterofilistas e cerca de 33% dos
demais atletas tenham feito uso de EAA pelo menos uma vez (OGA, 1996).

A utilizacio dos EAA baseia-se, na maioria dos casos, em experiéncias empiricas.
Contudo, trés padrdes de uso sdo mais comuns: o ciclo, no qual hd uma alterndncia entre periodos
da administracdo e abstinéncia do fidrmaco; a piramide, no qual a dosagem ¢ aumentada
gradativamente até um limite pré-determinado, seguindo-se um decréscimo da quantidade
utilizada até cessar o uso; e uma forma conhecida como “stacking”, que consiste no uso
concomitante e alternado de vérios esterdides, tendo por parametro o grau de toxicidade de cada
substancia empregada (SILVA, DANIELSKI, CZEPIELEWSKI, 2002; GUIMARAES-NETO,
2005).

Os EAA mais usados segundo estatisticas do National Institute on Drug Abuse de 2001
(SILVA, DANIELSKI, CZEPIELEWSKI, 2002) sao Anadrol® (oximetolona), Oxandrin®
(oxandrolona), Dianabol® (metandrostenolona) e Winstrol® (estanozolol) dentre os de uso oral, e
Deca-Durabolin® (decanoato de nandrolona), Durabolin® (fenilpropionato de nandrolona), Depo-
testosterone® (cipionato de testosterona) e Equipoise® (undecilenato de boldenona), dentre os de
uso injetdvel. Em estudos realizados em alguns estados brasileiros, os EAA mais citados entre os
usuarios foram Deca—Durabolin®, Durateston®, Winstrol®, Hernogenin® (oximetolona),
Deposteron® (cipionato de testosterona), dentre outros, variando a freqiiéncia de cada droga de
acordo com o grupo de usudrios considerado (CONCEICAO et al., 1999; SILVA, MOREAU,
2003; FRIZON, MACEDO, YONAMINE, 2005; SILVA et al, 2007; IRIART, CHAVES,
ORLEANS, 2009).

A nandrolona pertence a classe dos ésteres de testosterona, sendo mais utilizada na forma
injetavel de decanoato de nandrolona (Fig. 3) sob o nome comercial de Deca-Durabolin® -

Organon do Brasil (OGA, 1996). Foi introduzida no mercado em 1962, oferecendo uma agdo
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prolongada devido a presenga da droga no organismo até trés semanas apds a administracdo
intramuscular (CUNHA et al, 2004). Por ser um anabolizante de baixo nivel androgénico, devido
ao metabodlito resultante ter baixa afinidade pelo receptor androgénico, e por promover baixa
retencdo hidrica, o decanoato de nandrolona é bastante utilizada por mulheres e homens em fase
de pré-competicao e por mulheres fora de temporada de competicdo. Na maioria das vezes, esta
substancia € utilizada em séries, com a administracdo por um determinado periodo de tempo com
dosagens especificas (decrescentes ou graduais), intercaladas a periodos sem a utilizagdo ou ainda
em séries de associacdo de duas ou mais drogas, como a associa¢do do decanoato de nandrolona e
os ésteres de testosterona. Para o decanoato de nandrolona, uma série pode ter dosagens variando
de 200 a 25 mg (CUNHA et al, 2004; GUIMARAES-NETO, 2005).

A testosterona comercializada sob o nome Durateston®, Organon do Brasil (combinagio
de quatro ésteres de testosterona: propionato, fenilpropionato, isocaproato e decanoato) (Fig. 4) é
um hormonio sintético normalmente prescrito para o tratamento de cancer de mama na mulher,
para auxiliar na recuperacdo de pacientes que passaram por cirurgias e/ou tratamentos de cancer
que resultem em danos ao tecido muscular, homens hipogonadicos, estimular o ganho de peso
para deficiéncia nutricional cronica ou Aids e estimular a produgdo das células vermelhas do
sangue. Ocorre também o uso dos ésteres de testosterona por atletas e jovens com a finalidade de

aumentar a massa corporal, a forca muscular, o vigor e a resisténcia fisica (SANTOS, 2003).

o

D.-’

Figura 3. Estrutura quimica do decanoato de nandrolona (CAS: 360-70-03), principio ativo do
Deca-Durabolin® (Goodman-Gilman, 2003).
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Figura 4. Estrutura quimica dos ésteres de testosterona componentes do Durateston®: (A)
Propionato de testosterona (CAS: 57-85-2); (B) Fenilpropionato de testosterona (CAS: 1255-49-
8); (C) Isocaproato de testosterona (CAS: 15262-86-9); (D) Decanoato de testosterona (CAS:
5721-91-5) (Goodman-Gilman, 2003).
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2. OBJETIVOS

1.

Estudar e comparar o efeito de diferentes concentracdes do decanoato de nandrolona — em
uma propor¢do de aproximadamente 5 vezes a dose terapéutica (DT), 25 x DT e 50 x DT
— na taxa de desenvolvimento e sobrevivéncia de imaturos de Chrysomya putoria
(Wiedemann), Chrysomya albiceps (Wiedemann) e Chrysomya megacephala (Fabricius)
(Diptera: Calliphoridae), quando acrescida em dieta artificial e oferecida como fonte

exclusiva para sua alimentagao;

Estudar e comparar o efeito de diferentes concentracdes da associagdo entre ésteres de
testosterona e decanoato de nandrolona — em uma propor¢do de 1 x DT, 10 x DT e 100 x
DT; e 5 x DT, 25 x DT e 50 x DT, respectivamente — na taxa de desenvolvimento e
sobrevivéncia de imaturos de C. putoria e C. albiceps (Diptera: Calliphoridae), quando

acrescidos em dieta artificial e oferecida como fonte exclusiva para sua alimentagao.

28



3 — CAPITULO I - The effect of nandrolone decanoate on the development of three species of

Chrysomya (Diptera: Calliphoridae), flies of forensic importance from Brazil !

C. M. Souza, P. J. Thyssen & A. X. Linhares
Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP, Campinas, Sdo Paulo State, Brazil, 13083-970.

ABSTRACT Necrophagous insects are valuable tools for post mortem interval (PMI) estimation
or for determining the cause of death, especially when the corpse is in advanced decomposition.
Due to the increase in deaths related to drug abuse, it is crucial to know how these substances
affect the development of flies that feed on corpses to avoid errors in the PMI estimates. This
study evaluated the effects of the nandrolone decanoate, an anabolic androgenic steroid
commonly used by bodybuilders to increase body mass, on the development of Chrysomya
megacephala (Fabricius), C. putoria (Wiedemann) and C. albiceps (Wiedemann) (Diptera:
Calliphoridae). Larvae obtained from fly colonies established in the lab were placed in plastic
vials containing an artificial rearing diet, and divided in four experimental groups: 3 of them
contained the following nandrolone decanoate concentrations: 4.5mg/kg, 22.5mg/kg and
45mg/kg; and a drug-free control group. Weights were recorded for groups of 10 larvae at 12h-
intervals until pupation. No statistical significant differences were observed on mean larval
weights, on emergency interval and on emergency rates for all groups. However, differences for
the three species were observed during the larval development. Initially, C. putoria rearing in the
highest concentration of decanoate showed greater weight gain. However, at older ages
immatures presented lower mean weights than the control group. For C. albiceps, the highest
concentration of decanoate negatively affected the mass gain during almost the entire larval
development. These results indicate that a bias in the PMI estimate may occur if the effect of the
drug is ignored.

KEYWORDS blow flies, hormone, post mortem interval, entomotoxicology

After death, animal tissues are attractive to a variety of invertebrates, especially
sarcosaprophagous insects (Nuortueva 1977). The decomposition process may be influenced by a
great number of factors, and among them is the important activity of dipterans belonging to the
families Calliphoridae, Sarcophagidae and Muscidae as decomposers and scavengers (Souza and
Linhares 1997, Byrd and Castner 2001). These flies are attracted from large distances, due to the
presence of highly specialized sensillae sensitive to odours, to visit the carcass or breed in this
substrate. Certain species can colonize a corpse for a limited interval time or for a specific stage

of decomposition, so this produces a faunal sucession (Catts and Goff 1992). For this reason, the

! Artigo escrito nas normas exigidas para submissio (realizada em 04-12-2009) ao periédico “Journal of Medical
Entomology”.
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entomology within the forensic context has been defined as the application of the study of insects
and other arthropods aims to collect useful information for an investigation in the scope legal.

Forensic entomology can be used to provide: the determination of the post-mortem
interval (PMI), of circunstances or cause of the death; the investigate whether there was
displacement of the corpse; linking suspects to a criminal act; the analysis of any toxic
substances, if autopsy cannot settle the cause of death (Nuorteva 1977, Smith 1986, Catts 1990).
Some studies have demonstrated that the presence of drugs or toxins in decomposing tissues can
affect the development rate of the insect, when such tissues are used as food, thus potentially
altering the estimate of the PMI (Goff et al. 1989, Goff et al. 1991, Bourel et al. 1999, Bourel et
al. 2001, Carvalho et al. 2001, Oliveira et al. 2009). Therefore, when this parameter does not
taken into consideration, leading to errors in the PMI estimate (Introna et al. 1998, Greenberg and
Kunich 2002).

Drugs such as anabolic androgenic steroids (AAS) are used indiscriminately by athletes,
bodybuilders, teenagers and any person interested in obtaining rapid increase in muscle mass and
strength, and to reduce recovery time between intense exercises (Lise et al. 1999). Questionnaries
applied to strength training apprentices in some Brazilian states have reported that the users rate
is between 6.5 and 20% according to age range and to economic and social conditions
(Conceigao et al. 1999, Silva and Moreau 2003, Frizon et al. 2005, Silva et al. 2007, Iriart et al.
2009).

Nandrolone decanoate is an injectable steroid belongs to testosterone esters class and is
commercially known as Deca-Durabolin’ (Organon from Brazil) (Oga, 1996). It has a low
androgenic level, hence promoting low water retention. For this reason, it is widely used by
women and men in the pre-competition phase/season/period and by women out of the
competition season. The use of AAS is based on empirical experiences, which have determined
that for nandrolone decanoate, a sequence of use may have dosages ranging from 200 to 25 mg.
The collateral effects that may occur in use of high dosages are baldness, prostate hypertorphy,
acne, hypertension, increasing on cholesterol rate intensifying risk of heart attack and stroke,
limiting the growth for young people (due to the close of bone epiphysis prematurely),
virilization in women, gynecomastia, impotence, infertility, insomnia, liver toxicity, problems
with tendons and ligaments (due to the increasing on strength and size of muscle fibers), retention

of body fluids, most evident (Guimaraes-Neto 2005). These effects can be observed also in the
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increasing of mortality rate of the AAS users, approximately 4.6 times higher than the nonusers
of this substances (Cunha et al. 2004).

About 97% of testosterone, even as their sinthetics, when present in the bloodstream, bind
to plasmatic proteins to be carried and trasferred to the tissues or degrated. The free amount is
converted fastly by the liver and then excreted. Into the cells, this hormone is broked in
metabolites. However, some effects observed in the organism can occur even when the steroid is
in its unmetabolized form (Guyton and Hall 2002).

In this study, we evaluated the larval developmental rate and the viability of Chrysomya
megacephala (Fabricius), C. albiceps (Wiedemann), and C. putoria (Wiedemann) (Diptera:
Calliphoridae) reared in artificial diets containing nandrolone decanoate. These blowflies,
originally from the Old World, were introduced into southern Brazil in the 1970’s (Guimaraes et
al. 1978), and they are important from forensic entomology standpoint (Souza and Linhares 1997,
Marchiori et al. 2000, Carvalho et al. 2000, Carvalho and Linhares 2001, Carvalho et al. 2004,
Moretti et al. 2008).

Materials and Methods

Adults of C. megacephala, C. albiceps and C. putoria were collected in the urban area of
Campinas City, Sdo Paulo, Brazil. Decaying bovine liver, chicken gizzard and/or fish, were used
as bait and the specimens collected were taken to the lab where they were maintained in screen
plastic cages in a controlled temperature room at 27 £ 1°C, 60% + 10% of relative humidity, and
a 12-12h photoperiod. The larvae used in the experiments were obtained from colonies
established from these collected flies.

For each Chrysomya species, the following procedure was performed: the newly hatched
larvae were counted and separated with a thin brush in groups of 150 individuals each, which
were kept in plastic vials covered with nylon, containing an artificial diet prepared according to
Estrada et al. (2009). This artificial rearing diet was composed of powered milk, yeast, casein,
antifungal, agar and animal tissues (in this case, chicken heart and bovine stomach in the
proportion of 2:1). The vials were maintained in a growth chamber (FanemTM model 387), with
the same temperature, relative humidity, and photoperiod as for the adults. During the preparation
of the artificial diet, the drug was added. Nandrolone decanoate is available in oily solution form,

marketed as Deca-Durabolin” 50 mg (Organon from Brazil). Considering the therapeutic dosage
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(TD) of this anabolic androgenic steroid for adults (aproximately 60 kg) equal to 0.83 mg/kg,
four experimental groups were used, three of them containing the following nandrolone
decanoate concentrations: 4.5mg/kg (~ 5xTD), 22.5mg/kg (~ 25xTD) and 45mg/kg (~ 50xTD);
and a control group without the drug. Each treatment was replicated six times; three replicas were
used for weight recording and determination of the larval instar, and the other replicas were
maintained to determine developmental and emergence rates.

For each treatment, individual weights for ten randomly chosen larvae were recorded at
12h-intervals using an analytical balance (Scientech” AS 210), until pupation. The larval
samples used for weight recording were cleaned with distilled water and dried with filter paper to
remove diet residues. For instar determination, the number of stigmatic clefts in the posterior
spiracle was determined with a stereomicroscope (ZEISS~ Stemi SV 11). Due to the small
weight at the beginning of the development, larvae were weighed in groups of ten. In this case,
the experiments were done in three replicas. After hour 24, the weight was individually recorded,
as described above. For each measurement, the immatures were taken from different vials and
discarded after the measurement was taken. When larvae reached the post feeding stage, they
were transferred to another vial containing sawdust for pupariation. The emerged adults and the
puparia were counted to determine the rates previously mentioned.

Two-way analyses of variance (ANOVA) were performed to compare the effect of the
treatments and fly species on mean larval development, and to compare the effect of the
treatments and fly species at each age. For each test, weight was used as response variable. A
series of one-way ANOV As were also used to test the effect of the treatments on the mean weight
of each species at each age . The “a posteriori” Duncan multiple comparisons test was used to
compare the means. All tests were done with a 5% global level of significance. The PROC GLM
procedure of the statistical package SAS" (Statistical Analysis System) (SAS Institute 2006) was

used for the analyses.

Results

There was no relationship between drug concentration and total mean larval weight for
Chrysomya megacephala (F=0.06; p=0.9797) (Fig. 5). A few peaks were observed at different
ages for the mean larval weight (Table 1). At 24h (F=38.62; p<0.0001), the immatures from the

control group presented a lower mass gain than in the groups exposed to the drugs. At 84h
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(F=3.42; p=0.0274), the 25 x TD showed a higher mass gain compared to the other groups. The
pupal stage was reached at the same time for all groups. The same was observed for the periods
of instar change. The emergence intervals, emergence rates and larval viabilities were the same
for all groups (Table 2).

Although the different concentrations of nandrolone decanoate had no effect on the rate
of weight gain in Chrysomya albiceps immatures (F=1.81; p=0.1436) the Duncan multiple
comparisons test showed that the mean weight at 25 x TD was significantly smaller than that of
the control group. The total larval development times were not significantly different among the
groups. The control and drug added groups had the instar change at the same time (Fig. 6). The
larval mean weights were significantly different at most ages, except at 24h (F=0.76; p=0.5460),
36h (F=2.63; p=0.0647), 144h (F=1.12; p=0.3550), 156h (F=1.40; p=0.2595) and 180h (F=1.38;
p=0.2659) (Table 3). The emergence interval was similar for all groups as well. The larval
viability was higher for the control group than for the AAS groups. For the 5 x TD group this
index was lower. In the same way, the emergence rate was slightly lower for 5 x TD than those
for the other groups, where this rate was similar (Table 4).

The total rate of weight gain for C. putoria was not affected by the presence or the drug
concentration (F=0.10; p=0.9615). The instar changes occurred at the same time for immatures of
all groups (Fig. 7). However, some weight variation among the groups was observed along the
curves of weight gain. ANOVA and Duncan tests showed differences at 12h (F=35.12;
p<0.0001), 24h (F=10.99; p<0.0001), 36h (F=5.21; p=0.0043), 48h (F=36.02; p<0.0001), 120h
(F=5.36; p=0.0037) and 132h (F=4.09; p=0.0135) (Table 5). The larval viability was similar
between control group and the higher concentration group (50 x TD), being slightly higher in the
groups treated with intermediate concentrations of the AAS (5 x TD and 25 xTD, in an increasing
pattern). The emergence rate was similar among control, 5 x TD and 25 x TD groups, being

lower for the higher concentration group (50 x TD) (Table 6).

Discussion

There are few papers dealing with the effects of hormones in the developmental rate of
flies. Among these, Musvasva et al. (2001) investigated the influence of hydrocortisone, an
steroid commonly used as anti-inflammatory drug, in the development of the flesh fly

Sarcophaga (Curranea) tibialis (Diptera: Sarcophagidae). Even though the time of larval
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development was accelerated and the pupariation time was delayed, a relationship between the
concentration of this drug and the development time of immatures of this sarcophagid fly could
not be assessed. The rate of mortality, although apparently high, was not statistically significant.
Moreover, morphological changes in pupae and adults were not recorded by the authors, similarly
to what happened in the present study.

Another study verified the action of testosterone of veterinarian use in the development of
the blow fly Chrysomya albiceps (Ferrari et al. 2008). For this drug, differently from what was
verified for nandrolone decanoate, a bigger weight gain for maggots exposed to AAS was
observed, despite the absence of differences on the developmental time compared to the drug-free
group.

Da Silva and Villet (2006) evaluated the action of progesterone, a steroid obtained from
two contraceptives for human use, on the developmental rate of Chrysomya chloropyga
(Wiedemann). A trend towards higher mortality rates in third-instar larvae was observed but it
was considered a consequence of breeding substrate decaying. The indication of a slight
accelerated development observed in second-instar larvae feeding on the progesterone was not
significative.

The lack of significant effect of AAS added to the artificial diet offered to Chrysomya
species could be due to a lack or deficiency of assimilation of these compounds by the maggots.
That is because vertebrate hormones, like their synthetics, are apolar and therefore present low
solubility in water, while insect hormones, also derived from the precursor stereoid molecule, are
hydrophilic (Klowden 2002). This difference of solubility could have interfered with the
absorption of the nandrolone decanoate and its metabolites, because flies may lack effective
apolar carriers to allow the metabolism of the compound evaluated to occur.

Because of the anabolic characteristic of nandrolone decanoate, like for other AAS (Oga
1996), a larval weight gain was expected to occur. However, for C. albiceps the increase of drug
concentration caused a proportional decrease in weight gain (Table 3). For C.putoria an apparent
paradox effect was noticed. Initially, a higher weight gain was observed for higher AAS
concentrations. However, after 72h the specimens reared at 50 x TD showed a lower weight gain
compared to the control group, that had a larger weight than that of the other treatments, even

though the values were closer to those of 5 x TD and 25 x TD.
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In specific ages, the significant differences in weight gain, as shown by ANOVA and
Duncan multiple comparisons tests, could produce an error in the PMI estimate. This fact is also
evident for C. putoria at 48 h, time in wich the weight recorded for the control group was
significatively smaller than that recorded for the individuals exposed to all decanoate nandrolone
concentrations. In this case, the differences in weight can indicate a development approximatelly
six hours faster in the development of immatures exposed to the drug.

Chrysomya albiceps is more frequently found in decaying carcasses (Souza and Linhares
1997, Carvalho and Linhares 2001, Carvalho et al. 2001, Carvalho et al. 2004, Moretti et al.
2008), and, for this reason, it is one of the most Forensically important necrophagous insects in
Brazil. Even though nandrolone decanoate had no effect on the rate of weight gain in immatures
(F=1.81; p=0.1436), the highest concentration of this AAS used in the experiments affected
negatively the weight gain trhough time (Table 3). If developing larvae present in a carrion are
taken for PMI estimates and weight is used as parameter, the PMI could be underestimate
because of the smaller weight observed in these conditions compared to mass gain of the other
groups.

Cyclopentanoperhydrophenanthrene, the precursor molecule of insect steroid hormones,
such as ecdysteroids (basically related to moulting (ecdisone), but also associated with events in
other developmental stages), is obtained exclusively from feeding (Klowden 2002). In this
regard, another hypothesis to explain why significant effects of nandrolone decanoate on the
development rates of these flies were not observed, is that the AEE metabolized during the
feeding period of the immatures was broken down and the recovered
cyclopentanoperhydrophenanthrene nucleous may have been incorporated to the metabolism of
the fly own hormones, and therefore not affecting its feeding physiology and metabolism.

In addition, maggots are able to accumulate and also to eliminate several compounds that
can be obtained from feeding (Nuorteva and Nuorteva 1982, Sohal and Lamb 1977, 1979). This
ability may determine whether the development, either during larval or pupal development, will
be affected. In this case, higher levels of steroid elimination, compared to the accumulation
levels, may have occurred. Because of that, the small variations observed in the rates of
development, survivorship and emergence were not significant. However, this assumption is

merely speculative, because the experimental model was not designed to test this hypothsis.
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Furthermore, this ability depends on individual physiology and on developmental stages of each
species.

The predatory behavior of some blowfly larvae, such as C. albiceps, is common when
food source is insufficient or when the abundance of predators and preys in the decomposing
substrate is very high. This behavior may be influenced by many factors, such as prey
vulnerability due to the reduction of larval agility, palatability and action of pheromones (Faria et
al. 2004). Therefore, another aspect that should be investigated is whether the presence of drugs,
such as the AEE tested in the present study, may influence these parameters, making the species
which had contact with this type of compound more vulnerable to predation, therefore changing
significantly the process of decomposition.

More evidence to corroborate or even to confront the results of the present study is needed
through further experiments, using higher concentrations of nandrolone decanoate, in order to
enhance the possible effects of this compound on the development of C. megacephala, C.

albiceps and C. putoria.
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Table 1. Mean weights (mg) (x+SD) over the development time (h) of Chrysomya

megacephala immatures in different concentrations of nandrolone decanoate.

Age

Control

SxTD

25xTD

50xTD

12
24
36
48
60
72
84
96
108
120

0,79 £ 0,06 (a,b)
3,34+ 0,50 (c)
7,94 1,17 (a)
23,82 + 3,45 (a)
35,44 + 3,74 (a)
43,26 + 6,23 (a)
45,09 + 3,81 (b)
46,71 + 4,29 (a)
41,71 £3.,93 (a)

36,79 + 2,54 (a,b)

0,77 + 0,07 (b)
5,19 + 0,53 (b)
8,86 + 1,44 (a)

23,06 + 2,82 (a,b)
34,53 + 3,77 (a)
41,80 + 4,34 (a)

44,75 + 1,81 (b)
45,84 +2,96 (a)
40,59 + 2,61 (a)
35,52 +2,52 (b)

0,90 £ 0,10 (a)
5,09 + 0,73 (b)
7,90 £ 1,30 (a)
21,54 +2.21 (a,b)
34,70 £ 5,28 (a)
42,94 + 7,04 (a)
48,37 2,59 (a)
47,26 + 2,98 (a)
43,39 2,02 (a)
38,36 + 3,13 (a)

0,87 £0,02 (a b)
5,96 + 0,45 (a)
7,95 £ 0,90 (a)
20,45 + 4,29 (b)
35,28 + 3,77 (a)
44,31 +2,89 (a)

45,56 + 2,72 (b)
46,11 £ 3,58 (a)
42,44 + 347 (a)
35,57 1,95 (b)

For each row, means followed by at least one letter in common differ, according to Duncan multiple

comparisons test.

Table 2. Larval viability, emergency and emergency interval (h) rates of Chrysomya

megacephala under differents nandrolone decanoate concentrations (n=150) (x+SD).

Groups Larval viability Emergency rate Emergency interval (h)
Control 133 (89%) 126 (84%) 102 +£22,45
5xTD 138 (92%) 128 (85%) 102 +£22,45
25x TD 137 (91%) 127 (85%) 102 +£22,45
50 x TD 135 (90%) 128 (85%) 102 + 22,45
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Table 3. Mean weights (mg) (x+SD) over the development time (h) of Chrysomya albiceps

immatures in different concentrations of nandrolone decanoate.

Age Control SxTD 25xTD 50x TD
12 0,11 £0,01 (d) 0,22 +£0,02 (¢) 0,29 0,01 (b) 0,34 £ 0,01 (a)
24 0,43 £0,03 (a) 0,45 +0,15 (a) 0,48 £0,14 (a) 0,36 £ 0,02 (a)
36 1,46 £0,24 (a,b) 1,45+0,33 (a,b) 1,52 £0,42 (a) 1,17 +£0,18 (b)
48 5,72 £0,41 (a) 6,13 £0,51 (a) 4,17 £0,78 (b) 4,17 £ 0,69 (b)
60 14,94 + 3,00 (a) 12,43 + 1,50 (b) 10,38 + 1,61 (¢) 11,84 + 1,81 (¢)
72 28,80 + 2,58 (b) 26,80 +£2,91 (b) 33,70 3,60 (a) 21,87 3,25 (c)
84 49,58 £ 5,29 (a) 44,44 + 3,56 (b) 3722 +4,46 (c) 33,23 +4.91 (¢)
96 62,25 + 5,11 (a) 54,69 + 6,44 (b) 49,52 +4,70 (c) 48,76 + 4,84 (c)
108 70,29 + 6,47 (a) 65,05 + 5,77 (a) 67,54 £6,22 (a) 56,75 7,24 (b)
120 79,28 £ 6,85 (a) 71,11 £ 6,31 (b) 71,14 £ 6,56 (b) 72,71 £4,25 (b)
132 83,38 £ 6,07 (a) 76,23 £5,00 (b) 72,23 £6,97 (b,c) 68,10 £9,18 (c)
144 83,67 £ 7,48 (a) 78,46 £9,92 (a) 80,26 £11,33 (a) 75,93 £9,83 (a)
156 71,16 £ 6,22 (a) 70,92 £ 7,10 (a) 71,37 £6,97 (a) 66,20 + 6,22 (a)
168 71,79 £9,24 (a) 66,36 +9,32 (a) 64,78 £9,51 (a,b) 56,66 = 8,07 (b)
180 56,06 + 4,97 (a) 53,53 £4,70 (a) 52,33 +4,55(a) 51,67+6,43 (a)

For each row, means followed by at least one letter in common differ, according to Duncan multiple

comparisons test.

Table 4. Larval viability, emergency and emergency interval (h) rates of Chrysomya albiceps

under differents nandrolone decanoate concentrations (n=150) (x+SD).

Groups Larval viability Emergency rate Emergency interval (h)
Control 139 (93%) 133 (89%) 132 £ 18,97
5xTD 116 (77%) 115 (77%) 132 + 18,97
25x TD 132 (88%) 128 (85%) 132 £ 18,97
50x TD 133 (89%) 126 (84%) 132 + 18,97
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Table 5. Mean weights (mg) (x+SD) over the development time (h) of Chrysomya putoria

immatures in different concentrations of nandrolone decanoate.

Age Control SxTD 25xTD 50xTD

12 0,36 = 0,08 (b) 0,70 £ 0,03 (a) 0,64 = 0,04 (a) 0,64 +0,02 (a)
24 2,15+0,38 (a) 1,43 £ 0,31 (¢) 1,76 £ 0,33 (b) 1,41 £ 0,30 (¢)
36 5,53 +£1,08 (a) 5,52+£0,95 (a) 4,47 0,53 (b) 6,11 + 1,11 (a)
48 10,38 + 1,44 (¢) 16,55+1,66(b) 17,98 +2,08 (a,b) 19,00 £ 2,72 (a)
60 32,95+348 (a) 33,03+3,44 (a) 31,80 2,75 (a) 33,13 £4,10 (b,a)
72 40,51 £7,20 (a) 40,71 £4,76 (a) 42,89 £4,61 (a) 42,35 £ 3,93 (a)
84 47,95 £2,47 (a) 4591 +6,61 (a) 47,83+3,12 (a) 42,99 £ 5,29 (a)
96 46,74 £5,07 (a) 47,99 347 (a) 48,48 £2,37 (a) 46,89 + 2,64 (a)
108 48,15 £3,84 (a) 45,80+6,41 (a) 48,71 £2,57 (a) 44,50 + 3,48 (a)
120 48,79 £4,14 (a) 45,33 +3,93 (a,b) 48,71 £3,01 (a) 42,70 £4,78 (b)
132 29,78 £2,40 (b) 3424+4,70 (a) 31,94+1,81 (ab) 32,47+1,85(ab)

For each row, means followed by at least one letter in common differ, according to Duncan multiple

comparisons test.

Table 6. Larval viability, emergency rate and emergency interval (h) of Chrysomya putoria

under differents nandrolone decanoate concentrations (n=150) (x+SD).

Groups Larval viability Emergency rate Emergency interval (h)
Control 114 (76%) 106 (71%) 126 +22,45
5xTD 120 (80%) 115 (77%) 126 +22,45
25x TD 130 (87%) 126 (84%) 126 +22,45
50 x TD 118 (79%) 90 (60%) 126 + 22,45
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Weight (mg)

— Control
~2=5xTD
12 24 36 48 60 72 84 o6 108 120 = 25xTD
=1 50xTD

Age (h)

A Second larval instar end; B Third larval instar end (post-feeding larval stage); C Pupae stage

Fig. 5. Development curves (h) of Chrysomya megacephala larvae reared in different
concentrations of nandrolone decanoate, relative to the period from hatching until

pupariation.
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Weight (mg)

[ —$— Control
o e ] ZiE5x®

12 24 3 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180 = 25X D
Age (h)

A Second larval instar end; B Third larval instar end (post-feeding larval stage); c Pupae stage

Fig. 6. Curves of development (h) of Chrysomya albiceps larvae reared in different
concentrations of nandrolone decanoate, relative to the period from hatching until

pupariation.
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= 50xTD

Age (h)

A Second larval instar end; B Third larval instar end (post-feeding larval stage); C Pupae stage

Fig. 7. Curves of development (h) of Chrysomya putoria larvae reared in different
concentrations of nandrolone decanoate, relative to the period from hatching until

pupariation.
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4- CAPITULO II - O efeito do decanoato de nandrolona associado a ésteres de testosterona no
desenvolvimento de duas espécies de Chrysomya (Diptera: Calliphoridae) de importancia

forense

C. M. Souza, P. J. Thyssen, A. X. Linhares
Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP, Campinas, Sdo Paulo, Brasil, 13083-970.

Resumo: Devido ao aumento no nimero de mortes relacionadas ao abuso de drogas, o
conhecimento da interferéncia destas substancias sobre o desenvolvimento de certas espécies de
insetos necréfagos torna-se de grande importancia, especialmente quando a estimativa do
intervalo p6s-morte (IPM) usa como base a idade do inseto. O presente estudo avaliou o efeito
associado de Deca-Durabolin® (DE) e Durateston® (DU), esterdides anabdlico-androgénicos
comumente usados para aumento da massa muscular, na taxa de desenvolvimento de Chrysomya
putoria (Wiedemann) e C. albiceps (Wiedemann) (Diptera: Calliphoridae), moscas de interesse
forense no Brasil. Imaturos obtidos de colonias de adultos estabelecidas em laboratério foram
depositados em potes plasticos contendo dieta artificial para montagem dos grupos
experimentais, sem (grupo controle) e com adi¢do de esterdides associados, nas seguintes
concentragoes: 2,25 mg/kg DE + 3,57 mg/kg DU; 11,25 mg/kg DE + 35,7 mg/kg DU; 22,5
mg/kg DE + 357 mg/kg DU. Cada tratamento foi replicado seis vezes. O ganho de massa foi
registrado para grupos de 10 larvas, em intervalos de 12 h, até que atingissem o estdgio de pupa.
ANOVA de um critério e teste de comparacdes multiplas de Duncan foram realizados para
comparar o efeito das drogas sobre o desenvolvimento larval de C. putoria e C. albiceps, usando
o ganho de massa como varidvel resposta. Apesar da heterogeneidade das curvas de
desenvolvimento, ndo houve alteracdo do tempo de desenvolvimento e do intervalo de
emergéncia total de ambos califorideos. No entanto, a viabilidade larval e a taxa de emergéncia
de C. putoria foram significativamente afetadas nas maiores concentracdes de drogas. A andlise
do ganho de massa, por hora, indicou diferencas significativas no periodo compreendido entre 36
e 84 h entre grupos controle e com adi¢do de drogas, o que levaria a erro no cdlculo do IPM, se
esta condi¢do nao fosse considerada.

Palavras-chave: moscas-varejeiras, esterdides anabdlico-androgénicos, intervalo pds-morte,

entomotoxicologia
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Introducao

A fim de possibilitar o cdlculo mais acurado da estimativa do intervalo p6s-morte (IPM),
a realizac@o de estudos que fornecam informagdes sobre o levantamento de espécies associadas a
matéria organica animal em decomposi¢do, conhecimento taxondmico, biologia, ecologia, acdo
de drogas ou outras substancias toxicas no desenvolvimento da entomofauna necréfaga sdo de
grande relevancia para a formacdo de um extenso banco de dados que auxilie em investigacdes
médico-criminais (PUJOL-LUZ, ARANTES, CONSTANTINO, 2008). Dessa forma, para a
aplicacdo da Entomologia Forense em casos nos quais ha a suspeita ou presenga confirmada de
substancias toxicas, a interferéncia deste composto no desenvolvimento dos insetos deve ser
considerada para evitar possiveis erros na estimativa do tempo decorrido da morte (INTRONA,
CAMPOBASSO, DIFAZIO, 1998; GREENBERG, KUNICH, 2002).

Assim, a Entomotoxicologia define-se como a ciéncia que aplica andlises toxicoldgicas a
insetos que se alimentam de tecidos em decomposi¢do a fim de identificar qualitativa e, em
alguns casos, quantitativamente, drogas e toxinas presentes neste substrato, além de estudar como
estas substincias podem influenciar o ciclo de desenvolvimento destes organismos ou alterar a
atratividade destes pela carcaca/cadaver (BEYER, ENOS, STAJIC, 1980; INTRONA,
CAMPOBASSO, GOFF, 2001). Além disso, a utilizacdo da artropodofauna necr6faga mostra-se
como uma alternativa em investigacOes criminais quando andlises toxicolégicas convencionais
ndo podem ser realizadas devido a indisponibilizacdo de amostras do préprio caddver geradas
pelo tempo decorrido do 6bito ou pela causa da morte, e também porque amostras provenientes
de tecidos vivos, como larvas coletadas no cadaver, sdo sempre mais indicadas a estas andlises
(BEYER, ENOS, SATIJIC, 1980; KINTZ, TRACQUI, MANGIN, 1990; BYRD, CASTNER,
2001).

Dipteros da familia Calliphoridae podem ser atraidos a grandes distancias pelo odor da
carcaca, chegando pouco tempo apds a morte e, em alguns casos, permanecendo neste substrato
durante todos os estagios de decomposicao (CATTS, GOFF, 1992). Tal fato revela o importante
papel desta familia, justificando a utilizacdo de algumas espécies como Chrysomya spp. em
estudos de Entomologia Forense. Além disso, espécies como C. albiceps e C. putoria tem se

mostrado de grande importincia forense para o Brasil (MONTEIRO-FILHO, PENEREIRO,
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1987, CARVALHO et al., 2000; CARVALHO et al., 2004; MORETTI et al., 2008; SOUZA,
KIRST, KRUGER, 2008).

O uso abusivo de drogas ilicitas, fimacos prescritos com restricdo e outras substancias
toxicas tem aumentado significativamente. As mortes associadas a este fator acompanham esse
mesmo padrdo de crescimento, gerando cada vez mais interesse em estudos entomotoxicologicos
(INTRONA, CAMPOBASSO, GOFF, 2001; UNODC, 2007). Dentro desse contexto, os
esterdides anabodlicos-androgénicos (EAA) tem sido utilizados indiscriminadamente por
individuos interessados em ganhos rdpidos de massa corporal, aumento da for¢ca muscular e
diminui¢do do tempo de recuperacdo entre exercicios fisicos intensos. Contudo, efeitos colaterais
indesejdveis como ginecomastia, alteracdes fisioldégicas de alguns sistemas, dos caracteres
sexuais secunddrios e até mesmo o Obito em casos de superdosagens podem ocorrer quando ha
administracdo sem prescricdo e acompanhamento médico (LISE et al, 1999; SILVA,
DANIELSKY, CZEPIELEWSKI, 2002).

Os EAA de uso abusivo mais freqiientes no Brasil sdo Deca-Durabolin® (decanoato de
nandrolona), Durateston® (associagdo de quatro ésteres de testosterona), Winstrol® (estanozolol),
Hemogenin® (oximetolona), Deposteron® (cipionato de testosterona), dentre outros, variando a
freqiiéncia de cada droga de acordo com o grupo de usudrios considerado (CONCEICAO et al.,
1999; SILVA, MOREAU, 2003; FRIZON, MACEDO, YONAMINE, 2005; SILVA et al., 2007;
IRIART, CHAVES, ORLEANS, 2009).

Com base nessas informagdes, o objetivo deste estudo foi avaliar a taxa de
desenvolvimento e viabilidade de imaturos de Chrysomya albiceps (Wiedemann) e Chrysomya
putoria (Wiedemann) (Diptera: Calliphoridae) expostos a presenca associada de Deca-
Durabolin® (DE) e Durateston® (DU), adicionados em dieta artificial, oferecida como fonte

exclusiva de alimentacdo das larvas.

Material e Métodos

As espécies utilizadas neste estudo foram Chrysomya putoria (Wiedemann) e Chrysomya
albiceps (Wiedemann) (Diptera: Calliphoridae). As coletas de espécimes adultos para montagem
de colonias em laboratdrio foram realizadas na regido urbana no municipio de Campinas, SP.

Foram utilizadas como iscas figado bovino, viscera de frango e/ou peixe expostas em armadilhas
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apropriadas, seguindo a metodologia proposta por Ferreira (1978). As armadilhas permaneceram
suspensas por 24 horas e, apds esse periodo, foram retiradas e os insetos capturados, levados ao
Laboratério de Entomologia do Departamento de Biologia Animal (Parasitologia), no Instituto de
Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) para proceder a triagem. Esses
espécimes foram anestesiados mediante exposicao a baixa temperatura (-20°C / 3 minutos) e para
identificacdo utilizou-se a chave taxondmica de Carvalho e Ribeiro (2000). Os exemplares de
interesse foram colocados em gaiolas para estabelecimento de colOnias, mantidas em sala
climatizada, com temperatura (25+1°C), fotoperiodo (12-12 horas) e umidade relativa (70£10%)
controlados, para posterior obtencdo de imaturos a serem utilizados nos testes.

A ovipostura foi estimulada por meio da oferta de carne bovina moida crua. Apds a
postura dos ovos, aguardou-se a eclosdo das larvas que foram contadas e retiradas com o uso de
pincel fino e depositadas em frascos pldsticos apropriados, cobertos com organza, contendo dieta
artificial preparada de acordo com Estrada e colaboradores (2009), acrescida dos EAA. Esses
frascos foram mantidos em camaras climaticas (Fanern® modelo 387), com as mesmas condi¢des
controladas de temperatura, fotoperiodo e umidade relativa citada para os adultos, onde todas as
etapas vitais foram acompanhadas.

A montagem do experimento foi realizada da mesma forma para as duas espécies de
mosca, com a confeccdo de quatro grupos, sendo um controle, sem a adicao dos EAA, e os outros
trés com as concentragdes dos EAA indicadas a seguir. Os farmacos foram obtidos na forma
liquida, em solugdo oleosa, ambos fabricados pela Organon do Brasil, comercializados sob os
nomes Deca-Durabolin® (decanoato de nandrolona - DE) e Durateston® (combinagio de quatro
ésteres de testosterona - propionato, fenilpropionato, isocaproato e decanoato - DU). Considerou-
se a dose terapéutica (DT) indicada para adultos para o DE igual a 0,83 mg/kg e para o DU igual
a 3,57 mg/kg. A associacio destes compostos foi feita nas seguintes proporcoes, respectivamente:
grupo I, 2,25 mg/kg (~2,5 x DT) e 3,57 mg/kg (1 x DT); grupo 11, 11,25 mg/kg (~12,5 x DT) e
35,7 mg/kg (10 x DT); grupo III, 22,5 mg/kg (~25 x DT) e 357 mg/kg (100 x DT).

Foram feitas seis repeticdes para cada grupo experimental. Em cada uma foram colocadas
150 larvas. Trés repeticoes de cada grupo foram manipuladas, permitindo a retirada de
exemplares com os quais se procederam a aferi¢do do ganho de massa e a observacdo do estadio
larval. Os demais grupos ndo foram manipulados, sendo, posteriormente, usados para calcular a

sobrevivéncia, viabilidades larval e das pupas, e intervalo de emergéncia.

49



O registro do ganho de massa dos imaturos foi realizado por meio de uma balanca
analitica (Scientech® AS 210). Antes da aferi¢io, os espécimes foram limpos com dgua destilada
e secos em papel filtro, a fim de retirar os residuos da dieta para que desta forma os dados obtidos
indicassem a massa real dos imaturos. Para a determinacdo do estddio larval (1°, 2° ou 3°) dos
individuos de cada grupo, a quantidade de fendas estigmaticas no espirdculo posterior das
amostras retiradas foi observada com o auxilio de um estereomicroscépio (ZEISS® Stemi SV 11).

Esses procedimentos foram realizados em intervalos de 12 horas até a formacdo de pupas.
Para isto, foram escolhidas aleatoriamente 10 larvas de uma das réplicas manipuldveis. Devido a
massa de cada larva ser reduzida nos primeiros intervalos de observacao, a aferi¢do foi realizada
para grupos de cada tratamento (trés grupos de 10 larvas cada, retiradas dos potes manipuldveis).
Posteriormente, a afericdo da massa passou a ser individual dentro de um grupo de 10 larvas. Os
espécimes utilizados neste procedimento foram descartados. Ao se observar a estabilizacdo do
ganho de massa dos imaturos, considerados a partir de entdo “pré-pupas”, realizou-se a
transferéncia destes da dieta para serragem, a fim de que o desenvolvimento fosse concluido, com
a formacdo de pupas e posterior emergéncia dos adultos. Apds a morte dos adultos emergidos nos
grupos ndo manipuldveis, foram calculados e analisados o tempo total de desenvolvimento, a
viabilidade larval, o intervalo de emergéncia do adulto (em horas) e a viabilidade das pupas.

Andlise de variancia (ANOVA) de um critério foi realizada para comparar o efeito dos
tratamentos no desenvolvimento larval, usando o ganho de massa como resposta. O teste de
comparagdes multiplas de Duncan foi realizado posteriormente para comparar os dados e
identificar os grupos ndo semelhantes. O nivel global de significancia considerado para os testes
estatisticos foi de 5% (p < 0,05), usando o procedimento PROC GLM do pacote estatistico SAS®
(Statistical Analysis System) (SAS Institute 2006).

Resultados

Apesar de terem sido geradas curvas de desenvolvimento muito heterogéneas para os
grupos testados, ndo houve alteracdo estatisticamente significativa no padrdo de desenvolvimento
de C. albiceps, frente a presenca de diferentes concentragdes da associacao entre DE e DU (F =
0,55; p=0,6468). O tempo total de desenvolvimento, assim como a mudancga de estddio larval

ocorreu ao mesmo tempo para os grupos acrescidos da droga e o controle (Fig. 8). Em idades
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especificas foram observadas diferencas significativas no ganho de massa para os diferentes
grupos (Tab. 7).

O intervalo de emergéncia foi idéntico para todos os tratamentos. Embora ndo
significativas (F = 0,7246; p= 0,5491), a viabilidade larval e a emergéncia seguiram 0 mesmo
padrdo, mais elevadas para o grupo exposto a maior concentracdo dos EAA e, em escala
decrescente, para as larvas submetidas as menores concentragdes e o controle (Tab. 8).

Chrysomya putoria nao sofreu influéncia significativa no desenvolvimento quando
submetida ao DE associado a DU (F = 0,68; p=0,5640), mesmo gerando curvas de
desenvolvimento também heterogéneas (Fig. 9). Apesar disso, exceto para a idade de 96h
(F=1,94; p=0,1409) e 108h (F=0,41; p=0,7438), foram observadas diferencas significativas no
ganho de massa dos imaturos perante as diferentes concentragdes da associacdo entre DE e DU e
o controle (Tab. 9). Foi registrada uma maior mortalidade, tanto para larvas quanto para pupas
(F= 5,830; p=0,0050), conforme o aumento da concentracdo de EAA (Tab. 10), principalmente

para a maior concentracao testada.

Discussao

A literatura vinculada a Entomotoxicologia referente a trabalhos que enfocam o estudo de
esterdides anabdlico-androgénicos € restrita. Foram avaliados trés firmacos pertencentes a esta
classe: a hidrocortisona (MUSVASVA et al.,, 2001), a progesterona (DA SILVA, VILLET, 2006)
e a testosterona de uso veterindrio (FERRARI et al.,, 2008). A testosterona de uso humano
também foi avaliada por nosso grupo de pesquisa (comunicagdo pessoal”). Exceto para a
hidrocortisona, que foi verificada para o sarcofagideo Sarcophaga (Curranea) tibialis, os demais
EAA foram avaliados para espécies do género Chrysomya.

Assim como os resultados obtidos para C. albiceps perante a exposi¢cdo dos imaturos a
dieta acrescida da associacdo de DE e DU, Ferrari e colaboradores (2008) também ndo
encontraram diferenga no tempo de desenvolvimento dos imaturos de C. albiceps expostos a

.. ® . . .~
testosterona de uso veterindrio (Androgenol™, Hertape, Brasil), considerando a variacdo de

2 FORNARI, A.R.S.; THYSSEN, P.J.; LINHARES, A.X. O efeito de testosterona adicionada ao substrato alimentar
na taxa de desenvolvimento de imaturos de Chrysomya albiceps (Wiedemann) Chrysomya megacephala (Fabricius)
e Chrysomya putoria (Wiedemann) (Diptera: Calliphoridae), moscas de importincia forense. (Projeto financiado
pela FAPESP, processo n°® 07/55337-9)
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concentracdo e o grupo mantido sem a presenca deste composto. Apesar disso, o tamanho das
larvas expostas a0 Androgenol® apresentaram cerca de cinco vezes mais o valor da massa
corpdrea observada para os imaturos do grupo controle. Tal observacdo pode ter sido decorrente
da administragdo prévia do Androgenol® em coelhos, cujos tecidos foram oferecidos a criagio
das larvas. Isto pode ter permitido que o composto fosse previamente metabolizado e entdo
influenciasse significativamente o ganho de massa, explicando a auséncia deste resultado em
nosso estudo. Além disso, para a maior concentracdo da associacdo de DE e DU foi verificado
um ganho de massa inferior se comparado aos demais grupos.

Os resultados apresentados por C. albiceps e C. putoria para a a¢do da testosterona de uso
humano (comunicacio pessoal ) assemelham-se aos obtidos para a associagio do DE e DU para
estas mesmas espécies. Em ambos os casos, a auséncia de interferéncia da droga no
desenvolvimento das espécies avaliadas foi constatada. Da mesma forma, apesar de ter sido
analisada outra espécie do mesmo género, Da Silva e Villet (2006) também verificaram ndao haver
interferéncia de diferentes concentragdes de progesterona no desenvolvimento da espécie
Chrysomya chloropyga (Wiedemann).

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

Ao contrdario do padrdo de diferenca significativo encontrado para a alta taxa de
mortalidade observada para C. albiceps e C. putoria frente aos EAA avaliados, este mesmo
comportamento observado para S. tibialis frente a hidrocortisona (MUSVASVA et al., 2001) e
para C. chloropiga frente a progesterona (DA SILVA, VILLET, 2006), ndo foi estatisticamente
significativo em ambos os casos.

Embora as concentragdes testadas provenientes da associacdo entre DECAN e TEST ndo
tenham apresentado efeito significativo no ganho de massa dos imaturos de C. albiceps e C.
putoria, foram constatadas diferengas significativas em idades especificas indicadas, pelos testes
ANOVA e DUNCAN (Tabelas 7 € 9). A maior concentracdo (grupo III), em ambas as espécies,

porém mais evidente para C. putoria, afetou negativamente o ganho de massa das larvas. Neste
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caso, se larvas em desenvolvimento, expostas a tecidos com a presenca dessses farmacos em
concentragdes similares, forem utilizadas para a estimativa do IPM, usando o ganho de massa
como parametro, erros de subestimativa podem ser gerados.

Os hormonios de vertebrados, assim como seus sintéticos, sdo apolares, isto €, apresentam
baixa solubilidade em dgua, sendo que os hormonios do inseto também derivados da molécula
ciclopentanoperhidrofenantreno, s3o hidrofilicos (KLOWDEN, 2002). Esta diferenca de
solubilidade pode ter comprometido a absor¢do do DE associado ao DU, assim como dos
metabdlitos produzido pela quebra dessas substincias. Pode ser que moléculas carreadores
efetivas para estes compostos ndo existam nas moscas ou estejam atuando em outras vias
fisiolégica do inseto. Dessa forma, a inexisténcia de influéncia significativa dos EAA testados
para C. putoria e C. albiceps, tomando-se o ganho de massa como parametro de avaliacdo, pode
ser decorrente da inexisténcia ou baixa assimilacdo dessas drogas.

Pode ter ocorrido também quebra das moléculas constitutivas dos hormdnios adicionados
a dieta de criacdo dos imaturos, e, em seguida, recuperacdo do ciclopentanoperhidrofenantreno,
impedindo que os EAA consumidos durante o processo alimentar fossem bioacumulados pelas
larvas, causando alteracdes significativas. O ciclopentanoperhidrofenantreno é o principal
composto formador dos hormonios esterdides, tanto de insetos quanto de vertebrados, e no
primeiro caso € obtido exclusivamente por meio da alimentacdo. Essa molécula € precursora do
ecdisterdide (ecdisona), hormonio encontrado nos insetos que estd primariamente envolvido no
processo de muda, mas pode desencadear efeitos também em outros estdgios de desenvolvimento
(KLOWDEN 2002). Assim, as moléculas de ciclopentanoperhidrofenantreno que porventura
tenham sido obtidas podem ter sido utilizadas no anabolismo do ecdisterdide ou outros
hormonios dos dipteros utilizados no experimento.

As diferencas observadas no ganho de massa em idades especificas podem ter ocorrido
também devido ao alto nivel de eliminacdo do DE associado ao DU oferecido as larvas. Isto
porque, ja foi comprovado que os insetos sdo capazes de biocaumular e eliminar varios
compostos e, em conseqiiéncia desse fato serem afetados ou ndo pela presenca ou passagem
desses compostos por seus organismos (NUORTEVA, NUORTEVA 1982; SOHAL, LAMB,
1977; 1979). Contudo, andlises mais aprofundadas, inclusive histolégicas, devem ser realizadas

para elucidar esta hipdtese.
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Outro ponto que deve ser mais explorado € se compostos como os EAA podem afetar o
comportamento de predacdo realizado por larvas de dipteros, tornando as larvas mais vulnerdveis,
implicando em alteracdo significativa do processo de decomposicdo. A predacio exercida durante
o estdgio larval € freqiiente para algumas espécies, como C. albiceps, em condi¢cdes de escassez
de recurso alimentar ou pelo elevado nimero de presas e predadores existentes no substrato em
decomposicao. Fatores, como vulnerabilidade das presas devido a diminui¢do da agilidade larval,
palatabilidade e a¢do de feromodnios, podem influenciar esse comportamento (FARIA et al.
2004).

Um maior aumento na concentracdo da associacdo dos EAA utilizados, ou ainda a
incorporagdo de um outro hormonio para novas andlises pode permitir que as diferengas no ganho
de massa sejam mais pronunciadas, evidenciando os efeitos no desenvolvimento de C. albiceps e
C. putoria. Até porque, uma das formas de utilizacdo abusiva dos EAA, conhecida como
“stacking”, consiste no uso concomitante e alternado de varios esterdides (SILVA, DANIELSKI,
CZEPIELEWSKI, 2002; GUIMARAES-NETO, 2005).

A ampliacdo do conhecimento sobre a ag¢do de drogas e outras substancias toxicas no
desenvolvimento e comportamento de espécies de importancia forense ¢ de grande relevancia
para a Entomologia Forense, pois estudos que enfoquem a obtencdo de dados diversos sobre a
entomofauna necréfaga sdo de grande importancia para a formag¢do de um extenso banco de
dados que auxilie em investigacdes médico-criminais (PUJOL-LUZ, ARANTES,
CONSTANTINO, 2008).
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Tabela 7: Média da massa corporal (mg) em relacdo ao tempo de desenvolvimento (h) de

imaturos de Chrysomya albiceps em diferentes concentracdes da associacdo entre o decanoato de

nandrolona e ésteres de testosterona (x+DP).

lade(yConrole PUIPECINT PEDIBEGNS emrpECs
12 0,52 +0,14 a 0,62 £0,08 a 0,61 £0,05a 0,66 £ 0,08 a
24 0,62 +£0,29 a 0,92 +0,24 a 0,74 +£0,25a 0,94 £0,06 a
36 0,96 £0,19 ¢ 3,02+0,63b 2,77+£0,78 ab 3,49+0,43 a
48 721 +1,23Db 10,06 £ 1,42 b 7,64 £0,95a 6,05 £ 0,76 ¢
60 17,53 £2,13 b 23,96 £2,87 b 19,81 £2.91 a 17,68 2,29 b
72 20,39 £ 3,18 ¢ 26,31 £5,19b 28,34 £4,23 b 32,61 4,74 ¢
84 43,64 +4,64 a 42,54 £ 6,21 a 43,18 £5,74 a 34,89 +3,12b
96 58,12+6,97ab 60,26 £7,67b 53,83 +7,06 a 46,72 £ 4,44 ¢
108 59,30 £ 5,00 a 62,02 +7,44 a 62,02 +7,25a 56,72 +542 a
120 66,86 £8,88bc  70,45+7,21a 75,79 £4,61 ab 61,43 +7,09 c
132 72,56 £790ab 76,80+7,21ab 73,58 £+ 8,98 a 67,57 £8,14b
144 79,61 £+4,69a 71,57+7,85ab 75,42 £ 8,69 b 73,80 £ 8,51 ab
156 66,21 £ 6,92 a 64,83 + 6,26 a 65,43 +6,32 a 65,43 £ 6,14 a
168 67,43 +5,75 a 5495+7,12b 61,94 £6,71 c 58,55 +3,96bc
180 53,37+5,38a 47,11 £4,17b 50,40 £6,19b 4475 +£3,56 b

Para uma mesma linha, médias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenca significativa pelo teste
de comparagdes miltiplas de Duncan.

Tabela 8: Viabilidade larval, emergéncia e intervalo de emergéncia (h) de Chrysomya albiceps
submetida a diferentes concentragdes da associacdo do decanoato de nandrolona e ésteres de

testosterona (n=150) (x+DP).

Intervalo de

Grupos Viabilidade Larval Emergéncia A .
emergéncia (h)
Controle 115 (77%) 111 (74%) 132 £25,9
2,5xDT DECAN + 1xDT TEST 116 (77%) 112 (75%) 132 £25,9
12,5xDT DECAN + 10xDT TEST 118 (79%) 117 (78%) 132 £25,9
25xDT DECAN + 100xDT TEST 128 (85%) 126 (84%) 132 £25,9
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I- 2,5 x DT DECAN + 1 x DT TEST; II- 12,5 x DT DECAN + 10 x DT TEST; III- 25 x DT DECAN + 100 x DT TEST

Figura 8: Curvas de desenvolvimento de Chrysomya albiceps submetida a criacio em dieta
artificial acrescida de diferentes concentracdes da associagdo de decanoato de nandrolona e

ésteres de testosterona, referente ao periodo de eclosio a pupariacio.
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A Fim do segundo estadio larval; B Fim do terceiro estddio larval (“pré-pupa”); c Est4gio de pupa
I- 2,5 x DT DECAN + 1 x DT TEST; II- 12,5 x DT DECAN + 10 x DT TEST; III- 25 x DT DECAN + 100 x DT TEST

Figura 9: Curvas de desenvolvimento de Chrysomya putoria submetida a criacdo em dieta
artificial acrescida de diferentes concentracdoes da associagdo de decanoato de nandrolona e

ésteres de testosterona, referente ao periodo de eclosio a pupariacio.
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Tabela 9: Média da massa corporal (mg) em relacdo ao tempo de desenvolvimento (h) de

imaturos de Chrysomya putoria em diferentes concentracdes da associacdo entre o decanoato de

nandrolona e ésteres de testosterona (x+DP).

2,5xDT DECAN + 12,5xDT DECAN + 25xDT DECAN +
Idade Controle 1xDT TEST 10xDT TEST 100xDT TEST
12 0,46 +£0,01 ¢ 0,44 £0,04 ¢ 0,53 +0,02b 0,66 £0,08 a
24 2,32+0,58 a 1,69 +0,34 b 1,29 +0,53bc 1,L15+0,35¢
36 6,13+1,87a 7,22 +1,30a 4,60 +1,16b 3,04 +1,05¢
48 14,79 £ 2,88 b 14,03 £3,54 b 19,06 +2,78 a 17,82 + 1,88 a
60 38,83 +3,46 a 3521 +5,51a 28,58 +£3,70 b 28,15+4,62b
72 43,47 +4,49 a 44,40 +5,24 a 39,01 +£3,84 b 34,01 £5,50 ¢
84 47,88 +4,37 a 38,12+6,03b 45,53 +2,80 a 45,20+3,42 a
96 46,51 +2,24 a 47,69 +4,35a 4492 +2,57 a 4496 +2,51 a
108 45,81 491 a 45,81 491 a 46,90+ 3,21 a 4494 +1091 a
120 46,86 +2,25a 46,86 +2.25a 4435 +3,15a 38,31 +£6,35b
132 32,30+2,18ab  32,30+2,18ab 33,51 +3,06a 30,00 = 3,00 b

Para uma mesma linha, médias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenca significativa pelo teste
de comparagdes miltiplas de Duncan.

Tabela 10: Viabilidade larval, emergéncia e intervalo de emergéncia (h) de Chrysomya putoria

submetidas a diferentes concentracdes da associacdo do decanoato de nandrolona e ésteres de

testosterona (n=150) (x+DP).

Intervalo de

Grupos Viabilidade Larval* Emergéncia* A .
emergéncia (h)
Controle 127 (85%) 120 (80%) 120 £29.4
2,5xDT DECAN + 1xDT TEST 134 (89%) 120 (80%) 120 +29,4
12,5xDT DECAN + 10xDT TEST 101 (67%) 89 (59%) 120 £ 29,4
25xDT DECAN + 100xDT TEST 115 (77%) 87 (58%) 120 £29.,4

* F=5,830; p=0,0050
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5. CONCLUSOES

I- A andlise do ganho de massa, por hora, indicou diferengas significativas em pontos
especificos tanto para Chrysomya putoria quanto para C. albiceps em ambos os delineamentos
experimentais, o que pode ocasionar erro no cdlculo do IPM, caso esta condicdo ndo seja
considerada, apesar de ndo ter sido observadas diferencas significativas no tempo total de
desenvolvimento e intervalo de emergéncia.

2- Para C. albiceps, a maior concentracio do decanoato de nandrolona afetou
negativamente o ganho de massa durante vérias idades do desenvolvimento larval.

3- A viabilidade larval e a taxa de emergéncia de C. putoria foram significativamente
afetadas pela associacdo do decanoato de nandrolona associado aos ésteres de testosterona.

4- O tempo total de desenvolvimento e intervalo de emergéncia ndo diferiu entre os
grupos em cada experimento, apesar da heterogeneidade observada nas curvas de
desenvolvimento dos imaturos expostos ao decanoato de nandrolona associado aos ésteres de
testosterona.

5- Inicilamente, C. putoria apresentou maior ganho de massa, contudo, em idades mais
avancadas, os imaturos expostos ao decanoato de nandrolona obtiveram menor média de massa

corpdrea se comparado aos demais grupos.
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