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RESUMO

O aumento no ndmero de 6bitos relacionados ao uso de drogas justifica o interesse por estudos
entomotoxicoldgicos. Estes estudos devem focar a obtencdo de dados diversos sobre a
entomofauna necréfaga que contribuam para a formacdo de um banco de dados que auxilie em
investigacdes criminais, principalmente quando a estimativa do intervalo pés-morte (IPM) é
baseada na idade do inseto, visto que a mesma pode sofrer alteracdo quando uma dada substancia
interfere no ciclo de insetos que tenham se alimentado dos tecidos cadavéricos onde tais
substancias estdo presentes. Assim, no presente estudo objetivou-se verificar o efeito de
diferentes concentra¢des de Cloridrato de Metilfenidato isolado e associado ao Fenobarbital na
taxa de desenvolvimento, sobrevivéncia e longevidade de imaturos de Chrysomya putoria
(Wiedemann), Chrysomya albiceps (Wiedemann) e Chrysomya megacephala (Fabricius)
(Diptera: Calliphoridae), quando acrescidos em dieta artificial oferecida como tnico substrato
para seu desenvolvimento. Os imaturos foram obtidos a partir de col6nias de moscas adultas
mantidas em condi¢des controladas de temperatura e umidade em laboratério. Foram feitas seis
réplicas para cada grupo experimental, com 150 espécimes de cada espécie em questdo,
perfazendo um total de 900 larvas por espécie. Além disso, um grupo controle (sem adi¢dao da
droga) foi mantido sob as mesmas condicdes de criacdo. Os imaturos foram pesados
individualmente a cada 12h, sendo retirados 10 espécimes de cada grupo, desde as 12 horas apds
a eclosdo até a pupariagdo. ANOVA de um fator foi realizada para comparar o efeito dos
tratamentos no desenvolvimento dos imaturos, usando como resposta o ganho de massa larval. O
teste de comparacOes multiplas de Duncan também foi realizado para comparar as médias e
apontar possiveis diferencas entre os grupos. As duas substincias alteraram a taxa de
desenvolvimento de todas as espécies estudadas, ampliando em até dois dias o tempo total de
desenvolvimento dos imaturos. Desse modo seria recomenddvel que exames toxicoldgicos para a
deteccao de drogas em larvas fossem realizados invariavelmente para evitar erros quanto a
estimativa do IPM, quando este for baseado no ciclo de desenvolvimento de insetos.

Palavras-chave: entomotoxicologia; varejeiras; taxa de desenvolvimento; intervalo pds-morte.
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ABSTRACT

The increase on the number of deaths related to drug abuse justifies the interest in
entomotoxicological studies. These studies are focused on obtaining data on the necrophagous
insect fauna which contribute to the formation of a database to help in criminal investigations,
especially when the estimate of the postmortem interval (PMI) is based on the age of immature
necrophagous insect, since it can be altered when a given substance interferes with the larval
development of insects that have fed on tissues containing this substance. The present study was
aimed to evaluate the effect of different concentrations of methylphenidate hydrochloride isolated
and associated with phenobarbital on the developmental rate, survival and longevity of immatures
of Chrysomya putoria (Wiedemann), Chrysomya albiceps (Wiedemann) and Chrysomya
megacephala (Fabricius ) (Diptera: Calliphoridae), reared in artificial diets with different
concentrations of the drugs and offered as substrate for their development. The immatures were
obtained from colonies of adult flies maintained under controlled temperature and humidity in the
laboratory. Six replicates were performed for each experimental group, with 150 specimens of
each species of blowfly, comprising a total of 900 larvae per group. In addition, a control group
was maintained under the same conditions established for the other groups. Ten specimens of
each group were removed and individually weighed every 12 hours, from 12 hours after hatching
to pupariation. One-way ANOVA was performed to compare the effect of treatment on
development of immatures, using larval weight as response variable. The Duncan Multiple
Comparison Test was also performed to compare the means and to identify possible differences
among the groups. The two substances were responsible for altering the rate of development of
all species studied, retarding up to two days the total developmental time of the immatures. Thus,
it is recommended that toxicological tests should be performed to detect drugs eventually present
on larvae collected from corpses, in order to prevent errors in the estimation of IPM, when it is
based on the developmental cycle of immature saprophagous insects.

Keywords: entomotoxicology; blowflies; developmental rate; postmortem interval.
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1- INTRODUCAO

A Entomologia Forense € a ciéncia que estuda os insetos e outros artrépodes a fim de
aplicar tais conhecimentos em questdes com implicagdes legais, especialmente em um tribunal de
justica (Catts & Haskell, 1991). A ocorréncia de artrépodes, verificacdo de suas atividades e/ou
vestigios de suas presencas no local da descoberta de um caddver podem auxiliar na investigacao
criminal, uma vez que estes organismos podem fornecer informacdes tais como a estimativa do
intervalo pés-morte (IPM), a causa e o modo da morte, se houve movimentacao do corpo e, até
mesmo, associar suspeitos com a cena do crime (Catts & Goff, 1992, Oliveira-Costa, 2007).

Os insetos mais utilizados para esses fins sdo os dipteros, especialmente os das familias
Calliphoridae e Sarcophagidae, pois eles sdo os primeiros a encontrarem um cadaver. A
oviposi¢do e/ou larviposicao de muitas espécies ocorre durante as primeiras horas apds a morte
(Reed, 1958). Esses dipteros da familia Calliphoridae sao atraidos pelo odor da carcaca, mesmo a
grandes distancias, colonizando esse substrato logo apds a morte e, em alguns casos, permanece
na carcaca durante todos os estagios da decomposicao (Catts & Goff, 1992).

A determinacdo da idade desses insetos, parametro utilizado para realizar o célculo da
estimativa do IPM, pode estar sujeita a limita¢des e a alguns erros devido a altera¢des na biologia
da espécie decorrentes de influéncias extrinsecas e intrinsecas. Dessa forma, algumas varidveis
como temperatura, umidade relativa, latitude, devem ser observadas (Ullyett, 1950; Hanski,
1977; Greenberg, 2002). Alta temperatura e alta umidade do ar, por exemplo, podem acelerar o
processo e decomposicdo por microrganismos, além de influenciar a chegada de insetos
decompositores (Monteiro-Filho & Penereiro, 1987; Wells & Kurahashi, 1994). Por isso, para
estimativas mais precisas do IPM, deve-se procurar eliminar qualquer possibilidade de erro,
considerando todas as varidveis possiveis, como por exemplo, a variabilidade geografica, horario
exato da coleta de ovos ou imaturos, o tempo entre os insetos adultos localizarem o corpo e a
ocorréncia da oviposi¢do, além da utilizacdo de mais de uma espécie (VanLaerhoven, 2008).

Em d4reas tropicais, particularmente na regido de Campinas, SP, os dipteros encontrados
em maior abundancia associados as fases inicias da decomposi¢do de corpos sdo as espécies
Chrysomya putoria, Chrysomya albiceps e Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae)
(Carvalho et al., 2000).



Os indicadores comumente utilizados para precisar a hora da morte, como a temperatura
corporal e do figado, ndo sdo tdo eficazes quando o periodo decorrido entre o 6bito e o encontro
do corpo € superior a quatro dias. Para tais intervalos, a Entomologia Forense passa a ser de
grande valia (Catts & Haskell, 1990; Erzinclioglu, 2003).

Os insetos encontrados em corpos em decomposicdo podem ser também utilizados em
andlise toxicoldgica, principalmente na auséncia de tecidos ou fluidos normalmente adotados
para essas andlises, como sangue e urina (Kintz et al., 1990). Através da andlise de larvas
encontradas nos caddveres, é possivel detectar a presenca de drogas ou toxinas (Introna et al.,
2001; Pien et al., 2004; Skopp, 2004).

A transferéncia de téxicos presentes no corpo em decomposicdo para os insetos nio €
realizada apenas para os dipteros, mas continua em coledpteros predadores. A substincia toxica
pode ser detectada quando a taxa de absorc¢do for superior a taxa de eliminacdo. Estas substancias
podem ser detectadas também em pupas, porém os niveis de concentracio serdo
consideravelmente menores que os niveis detectados em larvas (Introna et al., 2001; Sadler et al.,
2005). J4 a deteccao de substancias em pupdrios vazios sugere a ocorréncia de metabolizacio e
bioacumulacdo pelo inseto, ao invés de uma excrecao pelo trato digestivo (Pien et al., 2004).
Porém, € necessario um cuidado para que ndo haja interferéncias externas, pois pupas e puparios
no local do 6bito podem ser de uma carcaca de algum outro animal ou de larvas que se criaram
em qualquer outro tipo de matéria organica (Archer et al., 2006). A Entomotoxicologia, um ramo
da Entomologia Forense, estuda a utilizagdo de insetos necréfagos em testes toxicolégicos, para
deteccao de drogas e substincias toxicas que por ventura estejam presentes em tecido animal,
além de investigar o efeito causado por estas substancias no desenvolvimento dos insetos
objetivando uma maior precisao na estimativa do IPM (Introna et al., 2001).

Campobasso e colaboradores (2004) detectaram a presenga de drogas como opidceos,
cocaina, barbitdricos e alguns antidepressivos em fluidos corporais e figado, provenientes de
exame de necropsias. Essas mesmas drogas foram detectadas por meio de testes toxicol6gicos nas
larvas de dipteros encontradas nesses corpos, confirmando a confiabilidade da
entomotoxicologia. Na andlise de larvas de dipteros encontradas em necropsias entre 1988 a 2002
(Tracqui et al., 2004), foram encontrados benzodiazepinicos, barbitiricos, antidepressivos,

fenotiazina e opidides.



A extracdo de substancias para andlises toxicoldgicas a partir de amostras entomoldgicas é
mais facil e mais rdpida que a extracdo de amostras de origem humana, sendo também mais
vidvel uma vez que a amostra de tecido humano pode sofrer interferéncia de outras substancias
resultantes do avancgado estdgio de decomposi¢do (Gagliano-Candela & Aventaggiato, 2001).

O efeito dessas drogas e toxinas sobre a taxa de desenvolvimento de imaturos de dipteros
de interesse forense deve ser analisado com cautela (Introna et al., 2001), pois a presenca de
substancias tdxicas no corpo em decomposicdo, ingeridas pelos insetos durante sua fase imatura,
pode interferir direta ou indiretamente nos parametros da taxa de desenvolvimento desses,
causando um erro na estimativa do IPM (Ullyett, 1950; Hanski, 1977; Greenberg, 2002.

Em um estudo em que foi administrado Diazepam® a coelhos e amostras dos figados
desses animais oferecidas a larvas de Chrysomya albiceps (Wiedemann, 1819) e Chrysomya
putoria (Wiedemann, 1818) (Diptera: Calliphoridae) recém-eclodidas, relatou-se uma aceleragcdo
no desenvolvimento em relacdo ao grupo controle (Carvalho et al, 2001). Imaturos de
Calliphora vicina (Robineau-Desvoidy, 1830) (Diptera: Calliphoridae) expostos ao paracetamol
apresentaram um crescimento acelerado nos primeiros dias de desenvolvimento se comparados
ao grupo controle (O"Brien & Turner, 2004). Em teste para detec¢do de morfina em imaturos de
Lucilia sericata (Meigen, 1826) criados em coelhos, Bourel ef al. (1998) observaram que as

larvas expostas a droga apresentaram um crescimento maior em relacdo ao grupo controle.

1.1 - Transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH)

O TDAH € um transtorno mental comum na infancia e na adolescéncia que se caracteriza
por desatencdo, atividade motora excessiva e impulsividade, inadequados a fase do
desenvolvimento (A.P.A., 1994). A prevaléncia do TDAH entre criangas em idade escolar varia
de 3% e 6% (Rohde et al., 1999). O TDAH persiste na fase adulta em cerca de 40% dos
individuos afetados durante a infancia, sendo importante o uso de medicamentos para a melhora
académica e social do individuo.

O cloridrato de metilfenidato tem sido o firmaco mais utilizado na dltima década para o
tratamento deste disturbio, pois combate com sucesso os sintomas do transtorno, controlando a
hiperatividade e a distracdo, tornando o individuo menos inquieto € mais concentrado em seus

afazeres (Carmo-Filho, 1998). Age bloqueando a recaptacdo de dopamina e noradrenalina no
3



cérebro, aumentando a concentracdo desses neurotransmissores. O déficit na regulacdo dessas
substancias parece estar ligado ao aparecimento dos sintomas da doenca (Mattos, 2004; Pereira &
Del Bel, 2010).

Além de ser utilizado no tratamento dessa doenca, é usado para melhoria das funcdes
cognitivas em pessoas saudaveis (Ortega et al., 2010). Estima-se que seja grande o nimero de
homens de negdécios e alunos de ensino médio e universitirio, que também usam a droga
aspirando o p6 (Hall, 2003).

No Brasil, € a primeira escolha para o tratamento farmacolégico de TDAH em adultos,
possuindo considerada eficicia e um perfil de seguranca satisfatério (Louza & Mattos, 2007).
Estudos realizados mostraram que todas as criangcas envolvidas, tratadas com metilfenidato
apresentaram melhora clinica apds avaliagdo dos sintomas do TDAH (Andrade & Scheuer,
2004). Em um trabalho com 24 criangas com TDAH tratadas com metilfenidato, houve quase
80% de eficécia no controle dos sintomas, e apenas duas criancas apresentaram efeitos colaterais,
como cefaleia e nduseas, comprovando a seguranca do medicamento (Guerreiro et al., 1996).

O numero de prescri¢des mais que dobrou de 2001 e 2003. Em 2003, foram vendidas 500
mil caixas no Brasil, e aproximadamente 25000 criancgas brasileiras consumiram a substincia
(Buchalla, 2004). Nos Estados Unidos, de 1990 a 1995, houve um aumento de seis vezes na
producdo e utilizacdo dessa droga. Aumentos significativos também foram registrados em paises
europeus, como Reino Unido e Suica (US Dep. of Justice, 1995). A fabricacdo mundial passou de
2,8 toneladas em 1990 para 19 em 1999 e 38 toneladas em 2006. Deste total, o Brasil produziu
226 quilos, e importou outros 91 para suprir o consumo interno (O.N.U., 2008), tendo as vendas

desse medicamento no pais um aumento de aproximadamente 80% entre 2004 e 2008.

—
o T
IZ

Figura 1: Estrutura quimica do cloridrato do metilfenidato

Fonte: http://www.chemicalregister.com/upload/cr/113-45-1.png
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Coetzee e colaboradores (2002) relataram um paciente que consumiu 700mg de
metilfenidato em trés dias, aspirando o p6é de forma intranasal. Esse método faz com que o
metabolismo ndo aconteca no figado, tendo efeito semelhante ao da cocaina.

Nota-se a possibilidade de abuso e uso indevido da droga, decorrente de erro de
diagndstico em criangas com comportamento agitado e do uso por adolescentes e estudantes
buscando melhora em suas fun¢des cognitivas. O TDAH frequentemente coexiste com epilepsia
(W.H.O., 2008), sendo frequente a associacdo entre o metilfenidato e medicamentos como o
fenobarbital, um barbitirico hipnético usado no tratamento de vérias doencas, dentre elas a
epilepsia, eclampsia, tétano e espasmofilia (Smith, 1993).

Essa substiancia age inibindo a liberacdo de neurotransmissores excitatorios e reduz a
transmissao sindptica (Rein, 2007). Quando associado ao alcool e outros agentes depressores do
sistema nervoso central, pode ter sua acdo potencializada (Smith, 1993).

Em um estudo contabilizando as crises convulsivas de pacientes internados em um
hospital psiquidtrico, foi demonstrada a eficdcia do fenobarbital como anticonvulsivante apds sua
administracao (Schmidt, 1998). Por ter um baixo custo, ser de facil utilizacdo e possuir eficdcia
comprovada, o fenobarbital é o medicamento antiepilético mais prescrito no mundo (Brodie &
Kwan, 2004).

Em um corpo encontrado em avangado estagio de decomposi¢ao, identificado como sendo
de uma mulher com histérico de tentativa de suicidio e possivel superdosagem de fenobarbital, na
auséncia de tecidos e fluidos corporais, foi usada cromatografia nas larvas de Cochliomyia
macellaria (Fabricius, 1775) coletadas durante a necropsia, tendo sido confirmada a presenca da

droga em altas concentracoes (Beyer et al., 1980).
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Figura 2: Estrutura quimica do fenobarbital

Fonte: http://people.ufpr.br/~gmf/index arquivos/propriedadesfisicoquimicas.pdf




O aumento de Obitos relacionados ao consumo de drogas ou consumo acidental ou
proposital de toxinas e venenos justifica o aumento do interesse por estudos entomotoxicolégicos
(Introna et al., 2001). Estudos que enfoquem a obtencao de dados diversos sobre a entomofauna
necréfaga sdo de grande importancia para a formacdo de um extenso banco de dados que auxilie
em investigacdes médico-criminais (Pujol-Luz et al., 2008). Mais pesquisas com o intuito de
verificar a acdo de drogas e outras substancias toxicas no desenvolvimento e comportamento de
espécies de importancia forense devem ser realizadas. Tais pesquisas permitirdo que o calculo da
estimativa do IPM torne-se mais acurado, evitando erros provenientes da falta de conhecimento
acerca da alteracdo da taxa de desenvolvimento que pode ser ocasionada quando ha a presenca de

substancias toxicas nos tecidos cadavéricos, dos quais estes insetos tenham se alimentado.



2-0OBJETIVOS

1. Estudar e comparar o efeito de diferentes concentracdes de Cloridrato de
Metilfenidato (CM) na taxa de desenvolvimento, sobrevivéncia e longevidade de imaturos de
Chrysomya putoria (Wiedemann, 1818), Chrysomya albiceps (Wiedemann, 1819) e Chrysomya
megacephala (Fabricius, 1794) (Diptera: Calliphoridae), quando acrescidas em dieta artificial,

oferecida como tnico substrato para criacao;

2. Estudar e comparar o efeito de diferentes concentracdes da associacdo de
Cloridrato de Metilfenidato e Fenobarbital (FB) na taxa de desenvolvimento, sobrevivéncia e
longevidade de imaturos de Chrysomya putoria, Chrysomya albiceps € Chrysomya megacephala
(Diptera: Calliphoridae), quando acrescidas em dieta artificial, oferecida como tnico substrato

para criagdo.



3 - MATERIAL E METODOS

Exemplares adultos de Chrysomya putoria, Chrysomya albiceps e Chrysomya
megacephala foram coletados na regido urbana de Campinas, SP, e levados para as dependéncias
do laboratério de Entomologia do Departamento de Biologia Animal, no Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas, onde foram realizadas todas as etapas deste trabalho.

As coletas foram feitas com auxilio de armadilhas apropriadas, seguindo a metodologia
proposta por Ferreira (1978) e modificada por Moretti et al. (2009), utilizando como iscas viscera
de frango e figado bovino, permanecendo expostas no ambiente por 24 h. Apds esse periodo
foram retiradas e os insetos presentes no seu interior foram levados para triagem em laboratério.
Os espécimes adultos coletados foram anestesiados por baixas temperaturas (-20°C/3 min) e
identificados através de chaves taxondmicas (Carvalho & Ribeiro, 2000). Apos a identificacdo, os
exemplares de interesse para este estudo foram colocados em gaiolas plésticas transparentes
(30x30x50cm), com aberturas laterais revestidas com telas de ndilon, sendo alimentados com
acucar, dgua e proteina (figado bovino cru). Essas gaiolas permaneceram no Laboratério, sob
condig¢des controladas de temperatura (25+1°C), umidade relativa (70£10%) e fotofase (12h).

Considerando-se a dosagem terapéutica (DT) de cloridrato de metilfenidato (Ritalina®),
recomendada para um adulto, igual a 0,29mg/kg, foram usadas as concentragdes de 10 x DT (=
2,9 mg/kg), 50 x DT (= 14,5 mg/kg) e 100 x DT (= 29 mg/kg), e na associacdo com Fenobarbital
(Gardenal®), desse tltimo foram utilizadas as concentracoes 1 x DT (= 150 mg/kg), 3,3 x DT (=
500 mg/kg) e 6,7 x DT (= 1000 mg/kg). Para o Fenobarbital, foram usadas tais dosagens
seguindo testes preliminares realizados por Estrada (2008).

Para obtencdo de exemplares imaturos, foi oferecida como substrato para oviposi¢ao
carne bovina moida crua. Apds a postura e eclosdo das larvas, estas foram retiradas com auxilio
de pincel fino e pinga, contadas e depositadas em frascos plésticos apropriados (6x8cm) contendo
dieta artificial proposta por Estrada et al. (2009), em uma propor¢do aproximada de 1,0g/larva,
sendo acrescidas a dieta as diferentes concentragdes das drogas.

Para cada grupo, foram feitas seis réplicas, contendo em cada 150 larvas recém eclodidas
de cada espécie em estudo totalizando 900 larvas por grupo. Quatro réplicas (quatro frascos)
foram denominadas manipuldveis, de onde foram retirados os espécimes para realizar as

medi¢des de massa corporal, e dois frascos, denominados ndo manipuldveis, mantidos assim
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durante todo periodo de medi¢do de massa corporal. Os frascos foram mantidos em camara de
germinag¢do modelo Fanen 387 sob temperatura controlada de 25+1°C, com fotofase de 12h e
umidade relativa de 70£10%, onde todas as etapas vitais foram acompanhadas. Os grupos
controles receberam dieta artificial sem adi¢dao de droga.

Antes da pesagem, os espécimes foram limpos com dgua destilada e secos em papel filtro
a fim de retirar os residuos da dieta, para que desta forma as pesagens apresentassem a massa real
dos imaturos. Estes foram pesados individualmente a cada 12h, sendo retirados aleatoriamente 10
espécimes de cada grupo, seguindo tal medicdo até que atingissem o estigio de pupa. Para as
pesagens iniciais, foi feita a média da massa dos 10 espécimes pesados juntos, uma vez que a
sensibilidade da balanca nio € suficiente para o peso do imaturo nas horas iniciais do
desenvolvimento.

Para determinar o estddio larval de cada grupo, foi observada, com o auxilio de um
microscopio Optico e lupa estereoscOpica, a quantidade de fendas estigmdticas no espirdculo
posterior do imaturo.

ApOs a pesagem, os imaturos foram descartados. Nenhuma medicdo foi feita apds a
pupariacdo, uma vez que ndo hd mais ganho de peso. Para a obtencdo do peso dos imaturos, foi
utilizada uma balanca analitica modelo Scientech® SA 210, com precisao de 0,0001.

Os frascos denominados nao-manipuldveis foram utilizados para que se pudesse avaliar,
analisar e calcular o tempo total de desenvolvimento, o intervalo de emergéncia do adulto (em
horas), assim como a percentagem de emergéncia e a razao sexual para cada grupo estudado.

Andlise de variancia (ANOVA) de um fator foi realizada para comparar o efeito dos
tratamentos no desenvolvimento dos imaturos, usando como resposta o ganho de massa larval. O
teste de comparagdes multiplas de Duncan também foi realizado, para comparar os dados entre os
grupos e apontar possiveis diferengas. 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 2008).

Testes de Qui-Quadrado com um grau de liberdade foram realizados para se testar a razao
sexual dos adultos emergidos, e detectar a presenga de possiveis diferencas significativas nas

viabilidades de larvas e adultos entre os grupos, quando comparadas as drogas com o controle.



4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - O efeito de cloridrato de metilfenidato no desenvolvimento de imaturos

Chrysomya putoria (Wiedemann)

A droga interferiu no tempo do desenvolvimento larval da espécie, retardando seu
desenvolvimento até atingir o estigio de pupa em 12 horas, em relacdo ao controle, como
apresentado na Figura 3. As médias dos pesos dos imaturos foram préximas (valores dos pesos
sdo apresentados no Anexo 1), sendo observadas diferencas pontuais entre os grupos em cinco
periodos, apontadas pelo teste de Duncan, como mostra a Tabela 1. Esses pontos significativos
nio podem ser explicados, pois ndo tem uma relacdo aparente com o efeito esperado da droga.
Apesar do aparente atraso apresentado, o padrio de desenvolvimento até pupa ndo foi

significativamente diferente (F=0,06; p=0,97).
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Figura 3: Curvas de desenvolvimento de imaturos de Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae)
criados em dieta artificial acrescida de cloridrato de metilfenidato [A-controle; B-10xDT; C-50xDT; D-

100xDT].
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Tabela 1. Médias dos pesos (xxDP) de imaturos de Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae)
nos pontos em que foram observadas diferencas entre os tratamentos.
C. putoria Controle 10 x DT 50 x DT 100 x DT
12h 0,36+0,45a,b  0,39+0,15 a, b 0,33+0,40 b 0,41+0,26 a
60h 47,244520a  36,72+3,86 b 34,86£5,82b  34,01+6,33 b
72h 53,58+7,64a  47,34+435D 45,54+6,03b  45,434£534 b
84h 51,99+£2,82b  49,04+3,64 ¢ 56,58+291a  47,86%3,02 ¢
108h 43,38+4,76 b 46,92+5,56a,b 46,45+6,90a,b  49,55+5,37a

Para cada coluna (tratamento), valores seguidos pela mesma letra mintscula ndo foram
significativamente diferentes, de acordo com o teste de comparacdes multiplas de Duncan (taxa global de

erro o= 0.05).

O tempo de desenvolvimento dos imaturos submetidos a diferentes dosagens da droga foi
o mesmo, independente da concentracdo acrescida a dieta. A mudanca do segundo para o terceiro
estddio larval aconteceu no mesmo momento nos quatro grupos (48h), porém, o inicio do estadio
de pré - pupa aconteceu com um dia de antecedéncia no grupo controle (84h), em relacdo aos
grupos tratados (108h), o que sugere que essa interferéncia no tempo total de desenvolvimento
ocorra apenas na segunda metade do estagio larval.

A Tabela 2 mostra a porcentagem de larvas que concluiram os estadios larvais, chegando

ao estagio de pupa, e também a proporcao de machos e fémeas observada.
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Tabela 2: Taxas de viabilidade larval e de adultos (%), intervalo de emergéncia (h) e duracdo
média de cada estddio de desenvolvimento (h) de Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae) em

diferentes concentracdes de cloridrato de metilfenidato em relacio ao grupo controle.

Parametros Controle 10x DT 50x DT 100 x DT
Viabilidade larval 111 (74%) 131 (87%) 112 (74%) 115 (76%)
V. de adultos 104 (93,7%) 119 (90,8%) 107 (95,5%) 105 (91,3%)
Machos 48 (46,15%) 67 (56,30%) 54 (50,47%) 52 (49,52%)
Fémeas 56 (53,85%) 52 (43,70%) 53 (49,53%) 53 (50,47%)
1° estadio larval (h) 6 6 6 6
2° estadio larval (h) 42 42 42 42
3° estadio larval (h) 36 60 60 60
Pré - pupa (h) 36 24 24 24
Int. de emergéncia* 96+12 96+12 96+12 96+12
Total: larva + pupa 216 228 228 228

*Tempo decorrido desde o inicio da pupariacdo da maioria das larvas até a emergéncia da maioria

dos adultos.

A proporcdo esperada da razdo sexual, com aproximadamente metade dos adultos machos
e metade f€meas, parece ocorrer em todos os grupos de tratamentos, com uma diferenca apenas
em 10 x DT, em que o numero de fémeas foi um pouco menor, porém, ndo significativo pelo
teste Qui-Quadrado. A viabilidade larval também foi aproximada em todos os tratamentos e

controle, e o intervalo de emergéncia nao foi afetado pela droga.

Chrysomya megacephala (Fabricius)

Para essa espécie, a droga ndo interferiu no tempo de desenvolvimento até a formacgdo de
pupas, sendo de 120 horas para todos os grupos, tratados e controle, como mostrado na Figura 4.
As médias dos pesos dos imaturos foram préximas (valores dos pesos sdo apresentados no Anexo
2), ndo sendo apontada qualquer diferenca significativa (F=0,12; p=0,94). Ja pelo teste de
Duncan (Tabela 2), foram algumas diferencas pontuais, que ndo podem ser explicadas, pois ndo

tem uma relagcdo aparente com o efeito esperado da droga.
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Figura 4: Curvas de desenvolvimento de imaturos de Chrysomya megacephala (Diptera:
Calliphoridae) criados em dieta artificial acrescida de cloridrato de metilfenidato [A-controle; B-10xDT;

C-50xDT; D-100xDT].

Tabela 3. Médias dos pesos (x+DP) de imaturos de Chrysomya megacephala (Diptera:

Calliphoridae) nos pontos em que foram observadas diferencas entre os tratamentos.

C. megacephala Controle 10 x DT 50x DT 100 x DT
12h 0,27+0,80 b 0,57£1,65 a 0,45+1.21a,b 0,50+0,57 a
36h 4,90+1,28 b 6,63%£1,33 a 6,00£0,95 a 4,95+0,94 b
48h 13,61£2,72¢ 13,01£3,56 ¢ 23,54+6,97 a 18,05+4,33 b
60h 44,78+13,08 a  40,72+13,56a  48,09+9,26 a 30,1549,10 b
72h 72,64£7,50 2  63,22+410,64c  71,76£7,73a  66,75+5,64 a, b
84h 80,03+£18,65b  91,74+£10,71a  75,61+£7,58 b 79,55+8,18 b
108h 82,06+10,00a 77,69+7,50 a,b 72,25+10,70b  77,96+7,99 a, b

Para cada coluna (tratamento), valores das médias seguidos pela mesma letra mindscula ndo foram
significativamente diferentes, de acordo com o teste de comparacdes multiplas de Duncan (taxa global de

erro o.= 0.05).

A mudanca do segundo para o terceiro estadio larval aconteceu no mesmo momento nos
quatro grupos (48h), porém, o inicio do estddio de pré - pupa aconteceu com 12 horas de atraso

no grupo com a concentra¢io de 10 x DT (108h), o mesmo grupo em que foi observado um ponto
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isolado nas curvas das médias dos pesos. A Tabela 4 mostra a viabilidade dos imaturos e a

proporcao de machos e fémeas observada.

Tabela 4: Taxas de viabilidade larval e de adultos (%), intervalo de emergéncia (h) e duracdo
média de cada estidio de desenvolvimento (h) de Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae)

submetidas a diferentes concentrac¢des de cloridrato de metilfenidato em relacio ao grupo controle.

Parametros Controle 10x DT 50x DT 100 x DT
Viabilidade larval 126 (84%) 124 (83%) 119 (79%) 139 (93%)
V. de adultos 117 (92,8%) 108 (87,1%) 101 (84,8%) 125 (89,9%)
Machos 50 (42,73%) 57 (52,77%) 44 (43,56%) 62 (49,60%)
Fémeas 67 (57,27%) 51 (47,23%) 57 (56,44%) 63 (50,40%)
1° estadio larval (h) 6 6 6 6
2° estadio larval (h) 42 42 42 42
3° estadio larval (h) 48 60 48 48
Pré - pupa (h) 24 12 24 24
Int. de emergéncia 144+12 144+12 144+12 144+12
Total: larva + pupa 264 264 264 264

A proporg¢do esperada da razdo sexual, com aproximadamente metade dos adultos machos
e metade fémeas, ocorre em todos os grupos de tratamentos. A viabilidade larval também foi
aproximada em todos os grupos, apenas com um nimero um pouco menor na concentracdo 50 x
DT, porém, acima de 75% do numero inicial de larvas e ndo significativa pelo teste Qui-
Quadrado. O intervalo de emergéncia nessa espécie nao foi afetado pela droga.

O cloridrato de metilfenidato agiu de maneiras distintas em relagao aos imaturos de C.
putoria e C. megacephala, causando um pequeno retardo no desenvolvimento da primeira e ndo
interferindo na segunda. Testando a possivel interferéncia de Escopolamina em dieta artificial
oferecida a larvas de C. putoria, Thyssen & Grella (2011) relataram um retardo de até 48 horas
no desenvolvimento desses imaturos. A mesma droga, testada por Oliveira e colaboradores
(2009) em imaturos de C. megacephala, também provocou atraso no tempo total de
desenvolvimento. Com isso, podemos concluir que a mesma droga pode ou ndo ter o mesmo
efeito sobre imaturos de diferentes espécies, ndo sendo possivel generalizar a acdo dessa

substancia, mesmo que em espécies do mesmo género.

14



Chrysomya albiceps (Wiedemann)

Para essa espécie, o cloridrato de metilfenidato teve um maior efeito no tempo de duragdo
do estdgio larval, retardando em um dia o tempo de desenvolvimento até a formacdo das pupas
dos grupos tratados em relagdo ao grupo controle, independente da concentragdo, como mostrado
na Figura 5. As médias dos pesos dos imaturos foram préximas (valores dos pesos sdo
apresentados no Anexo 3), ndo sendo a diferenca dessas médias estatisticamente significativa
(F=0,16; p=0,92), sendo apontados pelo teste de Duncan muitos pontos na curva do
desenvolvimento, como mostra a Tabela 5, que ndo podem ser explicados pois ndo tem uma

relacdo aparente com o efeito esperado da droga.
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Figura 5: Curvas de desenvolvimento de imaturos de Chrysomya albiceps (Diptera:
Calliphoridae) criados em dieta artificial acrescida de cloridrato de metilfenidato [A-controle; B-10xDT;

C-50xDT; D-100xDT].
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Tabela 5. Médias dos pesos (xxDP) de imaturos de Chrysomya albiceps (Diptera: Calliphoridae)

nos pontos em que foram observadas diferencas entre os tratamentos.

C. albiceps Controle 10 x DT 50 x DT 100 x DT
36h 1,30+0,28 b 1,774£0,57 a 1,20+0,22 b 1,38+0,24 b
60h 5,73x1,35a 5,60+1,10 a 5,84+1,09 a 4,41£1,24 b
72h 9,85£2,22 a, b 9,40+1,03 b 11,06+1,64 a 9,64+0,86 a, b
84h 29,63+3,59 a 16,51+£3,15¢ 21,78+4,47 b 13,88+2,17 ¢
96h 53,5146,64 a 30,49+8,89 b 29,4248,16 b 22,23+523 ¢
132h 84,21+7,00 a 63,25+8,38 b 63,95+13,20 b 56,11+£12,46 b
156h 65,224+7,73 b 73,9749,08 a, b 75,43+£7,03a  74,04+13,05a, b
180h 54,13+6,10b 60,92+5,28 a, b 62,73+8,31 a 60,89+8,48 a, b
192h - 62,91+14,44a,b  57,68+12,30 b 70,28+9,78 a
204h - 47224531 b 55,07+5,03 a 52,76+4,24 a

Para cada coluna (tratamento), valores das médias seguidos pela mesma letra mindscula ndo foram
significativamente diferentes, de acordo com o teste de comparacdes miltiplas de Duncan (taxa global de

erro o = 0.05).

A mudanca do segundo para o terceiro estadio larval dos grupos com a droga aconteceu
com um atraso de 12 horas (72h) em relacio ao controle (60h), e o inicio do estddio de pré - pupa
ocorreu com um dia de atraso, 144h (controle) e 168h (tratados). Essa diferenca sugere que a
interferéncia no tempo total de desenvolvimento ocorra ji na primeira metade do
desenvolvimento do imaturo e continue até a formacdo das pupas, fase final desse
desenvolvimento.

A Tabela 6 mostra a porcentagem de larvas que concluiram os estadios larvais, chegando

ao estagio de pupa.
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Tabela 6: Taxas de viabilidade larval e de adultos (%), intervalo de emergéncia (h) e duragcdo
média de cada estddio de desenvolvimento (h) de Chrysomya albiceps (Diptera: Calliphoridae) submetidas

a diferentes concentragcdes de cloridrato de metilfenidato em relagdo ao grupo controle.

Parametros Controle 10x DT 50x DT 100 x DT
Viabilidade larval 133 (88%) 114 (76%) 118 (79%) 118 (79%)
V. de adultos 125 (93,9%) 98 (85,9%) 112 (94,9%) 109 (92,3%)
1° estadio larval (h) 6 6 6 6
2° estadio larval (h) 54 66 66 66
3° estadio larval (h) 84 96 96 96
Pré - pupa (h) 36 36 36 36
Int. de emergéncia 12012 12012 12012 12012
Total: larva + pupa 300 324 324 324

A viabilidade larval também foi um pouco maior no grupo controle em relacdo aos
tratados, porém, em todos os grupos, essa viabilidade foi superior a 75% e ndo apresentou
diferenca significativa pelo teste Qui-Quadrado. O intervalo de emergéncia foi 0 mesmo em
todos os grupos.

Para essa espécie, é esperado um desequilibrio da razao sexual, sendo esse dado
desconsiderado no presente trabalho, pois, segundo Queiroz (1996), C. albiceps é monogénica,
ou seja, origina proles femininas puras (teligénicas) ou proles masculinas puras (arrenogénicas),
sendo a regulacdo da razdo sexual efetuada em nivel populacional.

Ferrari e colaboradores (2008) observaram que larvas de C. albiceps tratadas com
testosterona de uso veterindrio, acrescida em dieta artificial, apresentaram massa corporal, em
média, cinco vezes maior do que a observada para o grupo controle. Mesmo ndo havendo
diferenca significativa nas médias dos pesos de todos os grupos, das trés espécies observadas, C.
albiceps foi a que teve uma maior interferéncia em seu desenvolvimento larval provocada pela
acdo da droga testada, o que também foi relatado por Estrada (2008), em estudo sobre a
interferéncia de diferentes dosagens de fenobarbital feito com as mesmas espécies de Chrysomya.

A interferéncia de uma mesma droga testada nas mesmas trés espécies deste estudo
também fo1 verificada por Souza et al. (2011), que relataram o efeito do decanato de nandrolona,

sendo que nao houve alteracdo no tempo de desenvolvimento de nenhuma das trés espécies de
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Chrysomya, porém, para cada espécie, a droga afetou em diferentes momentos do

desenvolvimento dos imaturos.

4.2 - O efeito da associacdo entre cloridrato de metilfenidato e fenobarbital no
desenvolvimento de imaturos

Chrysomya putoria (Wiedemann)

O cloridrato de metilfenidato retardou o tempo total de desenvolvimento da espécie em 12
horas, independente da concentracdo. J4 com o fenobarbital, o retardo no desenvolvimento foi de
24 horas, independente da concentrac@o. Na associagdo das duas drogas, aparentemente prevalece
a interferéncia do fenobarbital, com um dia de atraso nas trés associacdes em relacdo ao grupo
controle, como mostrado na Figura 6. Apesar das curvas geradas a partir das médias serem
heterogéneas (valores dos pesos sdao apresentados no Anexo 4), a ANOVA ndo apontou
diferencas significativas (F=0,67; p=0,73), porém, muitas diferencas pontuais foram apontadas
pelo teste de Duncan, mostradas na Tabela 7, que ndo podem ser explicadas por ndo terem uma

relacdo aparente com o efeito esperado da droga.
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Figura 6: Curvas de desenvolvimento de imaturos de Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae)

criados em dieta artificial acrescida de cloridrato de metilfenidato e fenobarbital [A-controle; B-

10xDT(CM);

C-50xDT(CM);

D-100xDT(CM);

E-1xDT(FB);

10xDT+1xDT; I-50xDT+3,3xDT; J-100xDT+6,7xDT].
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Tabela 7. Médias dos pesos (xxDP) de imaturos de Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae) nos pontos em que foram observadas

diferencas entre os tratamentos.

C. putoria  Controle 10x DT 50x DT 100 x DT 1xDT 3,3x DT 6,7 x DT 1+10 3,3+ 50 6,7 + 100
12h 0,49+0,25 0,45+0,55 0,44+0,15 0,48+0,40 0,40+0,47 0,38+0,12 0,48+1,39 0,54+1,25 0,55+0,40 0,50+0,17
a,b a,b a,b a,b b b a,b a a a,b
24h 2,06+0,28 1,84+0,24 1,97+0,41 1,53+0,42 1,49+0,41 1,36+0,34 1,55+0,34 1,95+0,61 1,62+0,30 1,78+0,39
a a,b,c a,b c,d c,d d c,d a,b b,c,d a,b,c
36h 5,94+1,63 5,06+1,12 5,14+1,41 6,20+1,22 6,96+1,20 4,60+1,46 6,30+0,86 6,26+1,58 5,33+1,74 4,94+0,85
a,b,c b, c b, c a,b a C a,b a,b b, c b, c
48h 22,02+2,61 17,72+3,10 16,32+1,84 20,59+2,37 19,2242.88 17,24+3,01 19,83+2,15 12,75+2.,57 17,63+2,94  12,99+1,98
a c,d, e e a,b b,c,d d, e a,b,c f c,d, e f
60h 45,79+2,37 31,65+7,03  35,01+6,22 28,52+5,43 28,63+6,08 26,31+6,50 35,33+2,62 30,91+3,84  28,84+3,50 24,99+6,70
a b, c b c,d, e c,d, e d, e b b,c,d c,d, e e
72h 57,61+4,48 5243+334  53,03+6,58 54,36+6,49  44,41+10,43 47,78+3,84 43,30+6,26 36,53+3,14  41,73+6,53  43,90+6,29
a a,b a,b a C b, c C d c,d C
84h 53,78+4,65 53,54+7,51  54,7443,33 50,89+6,55 44,434+6,10 45,93+598 47,58+3,06 47,75+4,70 49,16+3,47 47,07%£3,17
a,b a a,b b, c d d c,d c, d c,d c,d
96h 53,63+3,78 57,14+4,39  55,77+2,65 55,37+5,05 48,23+3,88 50,00+3,10 50,36+2,17 53,38+2,81  50,71+6,28 48,93+3,78
a,b a,b,c,d a a e c,d, e b,c,d, e a, b, c b,c,d, e d, e
120h  42,0842,04 42,86+4,73  44,00+3,48 41,20+4,80 44224319 46,09+2,50 44,61+£3,61 44,26+5,69 44,65+4,45 43,59+4,25
b, c C a,b,c C a,b,c a,b a a,b,c a,b,c a,b,c
132h - 40,79+3,36  40,48+0,84 39,81+1,64b, 40,78+3,15 37,59+3,16 44,13+4,33 43,02+4,22  41,94+5,98 43,08+4,19
a,b,c a,b,c C a,b,c c a a,b a,b a,b
144h - - - - 35,52+3,54  35,52+2.69 33,57+4,88 33,95+3,17 38,00%1,67 35,10+2,21
a,b c b, c b, c a a,b

Para cada coluna (tratamento), valores das médias seguidos pela mesma letra mintscula ndo foram significativamente diferentes, de acordo

com o teste de comparagdes multiplas de Duncan (taxa global de erro a. = 0.05).
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Em todos os grupos, a mudanca de segundo para terceiro estddio ocorreu em 48 horas de
desenvolvimento. O inicio do estddio de pré - pupa aconteceu com um dia de antecedéncia no
grupo controle (84h), em relacdo aos grupos tratados (108h), independente da droga e
concentracdo, 0 que sugere que essa interferéncia no tempo total de desenvolvimento ocorra
apenas na segunda metade do estdgio larval, como apresentado na Tabela 8.

A Tabela 8 também mostra a porcentagem de larvas que concluiram os estadios larvais,

chegando ao estdgio de pupa e a propor¢do de machos e fémeas observada.
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Tabela 8: Taxas de viabilidade larval e de adultos (%), intervalo de emergéncia (h) e duragdo média de cada estddio de desenvolvimento (h) de

Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae) submetidas a diferentes concentragdes de metilfenidato e fenobarbital em relagcdo ao grupo controle.

Pardmetros Viabilidade  Viabilidade Machos Fémeas 1°estddio 2°estddio 3°estddio Pré- Intervalode Total: larva
larval de adultos larval (h) larval (h) larval (h) pupa emergéncia + pupa

Controle 133 (88%) 132(99.2%) 69 (52,27%)  63(47,73%) 6 42 36 36 96+12 216
10x DT 132 (88%) 127 (96,2%) 66 (51,97%) 61 (48,03%) 6 42 60 24 96+12 228
50x DT 118 (78%) 111 94%) 48 (43,24%) 63 (56,76%) 6 42 60 24 96+12 228
100 x DT 126 (84%) 109 (86,5%) 54 (49,54%) 55 (50,46%) 6 42 60 24 96+12 228

1xDT 110 (73%) 97 (88,1%) 48 (49,48%) 49 (50,52%) 6 42 60 36 96+12 240
3,3x DT 112 (74%) 104 (92,8%) 54 (48,21%) 50 (51,79%) 6 42 60 36 96+12 240
6,7 x DT 89 (59%) 79 (88,7%) 34 (38,20%) 45 (61,80%) 6 42 60 36 96+12 240

10+ 1 139 (92%) 120 (86,3%) 56 (46,66%) 64 (53,34%) 6 42 60 36 96+12 240
50+3,3 92 (61%) 69 (75%) 39 (56,52%) 30 (43,47%) 6 42 60 36 96+12 240
100+ 6,7 120(80%)  82(68,3%)  45(54,88%) 37 (45,12%) 6 42 60 36 96+12 240
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A proporc¢do esperada da razdo sexual, com aproximadamente metade dos adultos machos
e metade fémeas, parece ocorrer em todos os grupos de tratamentos, com uma diferenca apenas
em 6,7 x DT de fenobarbital, onde o nimero de fémeas foi um pouco maior, porém, nao
significativo segundo o teste Qui-Quadrado. A viabilidade larval também foi aproximada em
todos os tratamentos e controle, exceto em alguns grupos de fenobarbital, nos quais a viabilidade
foi menor que 75%. O intervalo de emergéncia nao foi afetado pelas drogas.

As médias finais dos pesos dos imaturos submetidos ao cloridrato de metilfenidato foram
mais proximas a média do controle que as médias dos grupos submetidos ao fenobarbital, que,
aparentemente, tiveram médias menores em todos os periodos do desenvolvimento, o que sugere
que, além de retardar o desenvolvimento, é possivel que essa droga possa também alterar a
quantidade do alimento assimilado pelas larvas ou alterar o seu metabolismo, ou ainda influenciar

hormonios que possam causar esse estresse metabolico.

Chrysomya megacephala (Fabricius)

Para essa espécie, as drogas ndo interferiram no tempo de desenvolvimento até pupa,
sendo de 120 horas em todos os grupos, como mostra a Figura 7 (valores dos pesos sao
apresentados no Anexo 5). As andlises estatisticas ndo apontaram diferencas significativas
(F=1,68; p=0,08), mas muitos pontos foram evidenciados pelo teste de Duncan, como mostra a

Tabela 9.
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Figura 7: Curvas de desenvolvimento de imaturos de Chrysomya megacephala (Diptera:
Calliphoridae) criados em dieta artificial acrescida de cloridrato de metilfenidato e fenobarbital [A-
controle; B-10xDT(CM); C-50xDT(CM); D-100xDT(CM); E-1xDT(FB); F-3,3xDT(FB); G-6,7xDT(FB);

H-10xDT+1xDT; I-50xDT+3,3xDT; J-100xDT+6,7xDT].
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Tabela 9. Médias dos pesos (xxDP) de imaturos de Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae) nos pontos em que foram

observadas diferencas entre os tratamentos.

C. Controle 10 x DT 50 x DT 100 x DT 1 xDT 3,3xDT 6,7 x DT 1+10 3,3+ 50 6,7 + 100
megacephala
12h 0,36+0,60  0,38+0,06 0,3620,42 0,38+0,26 0,3620,57 0,30+0,23 0,33+0,72 0,37+0,49 0,42+0,81 0,41+0,57
a,b a,b a,b a,b a,b b a,b a,b a a,b
24h 1,11+0,14 1,70+0,46 1,93+0,68 1,45+0,48 1,13+0,17 1,40+0,35 1,11+0,25 1,80+0,36 1,25+0,35 1,11+0,26
d a,b,c a b,c,d d c, d d a,b d d
36h 4,64+1,15 6,42+1,16 7,30+1,10 6,76+1,88 4,64+0,87 4,46+0,79 3,66+0,96 5,44+1,41 5,82+2,13 4,29+0,68
d,e, f a,b a a,b d,e, f e, f f c,d, e b,c,d e, f
48h 8,80+1,25 25,54+4,81 19,25+6,42 13,48+3,59 10,85+2,33 12,72+3,03 10,26*+1,39  19,65+2,97 10,68+5,11 14,68+3,19
e a b c,d d, e c,d d, e b d, e C
60h 27,84+6,27 42,79+15,03 57,91+9,06 41,94+17,86 21,34+7,55 22,60+3,68 22,76+5,53  38,70+8,56 43,0549,68 38,41+10,00
c b a b C C c b b b
72h 59,59+7,31 76,89+11,72 65,49+12,76 65,08+10,60 53,43+13,96 45,04+13,37 49,35+11,21 56,26+16,00 69,46*+13,53 71,97+12,07
b,c,d a a, b, c a,b,c c,d, e e d, e c,d, e a,b a,b
84h 84,9249,52 78,34+12,10 82,67+4,10 80,28+6,66 70,56+14,85 68,83+11,94 63,10+16,94 73,16%+13,63 77,14+7.87  72,19+15,14
a a,b,c a,b a,b,c b,c,d c,d d a,b,c,d a,b,c,d b,c,d
96h 72,1749,74  76,25+7,60 70,92+8,28 76,39+5,93 73,24+10,17 69,16+5,68 68,23+523  68,61+6,06 73,96+12,19 69,65+9,94
a,b a,b a,b a,b a,b b b b a a,b
120h 58,96+7,59 62,68+524 56,97+6,40 62,66+4,72 54,13+8,05 58,30+4,19 54,41+6,18  59,05+5,47 57,22+46,29  58,83+5,16
a a,b,c a, b, c a, b, c c,d a,b,c d a,b,c a,b a,b,c

Para cada coluna (tratamento), valores das médias seguidos pela mesma letra mintscula ndo foram significativamente diferentes, de acordo

com o teste de comparacdes multiplas de Duncan (taxa global de erro a = 0.05).
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Nao houve diferenca na mudancga do segundo para o terceiro estddio larval entre o grupo
controle e os grupos submetidos ao cloridrato de metilfenidato (48h), assim como para o inicio do
estiddio de pré - pupa (96h). Ja para os grupos submetidos ao fenobarbital e a associagdo entre as
duas drogas, o atraso até o terceiro estddio foi de 12 horas em todos os tratamentos, de segundo
para terceiro em 60 horas e de terceiro para pré-pupa em 108 horas, o que sugere que mesmo nao
alterando o tempo total de desenvolvimento dessa espécie, o fenobarbital interfere no
metabolismo do imaturo durante seu desenvolvimento.

Sdo descritos vdrios casos em que a droga, mesmo ndo alterando a média da massa ao
final e também o tempo total do desenvolvimento, influencia de algum modo durante o estdgio
larval. Kharbouche e colaboradores (2008) testaram diferentes concentragdes de codeina
adicionadas a figado suino, oferecido como substrato para o desenvolvimento de Lucilia sericata.
O tempo total de desenvolvimento dos grupos com a droga foi igual. Porém, entre 48 € 96 horas
desenvolveram-se mais rapidamente que o controle. Essa mesma espécie também nio teve seu
tempo total de desenvolvimento alterado por concentracdes de metadona, mas altas dosagens
dessa substéncia retardam o ganho de massa larval (Gosselin et al., 2011).

A Tabela 10 mostra a porcentagem de larvas que concluiram os estadios larvais, chegando

ao estagio de pupa e a propor¢ao observada de machos e fémeas.
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Tabela 10: Taxas de viabilidade larval e de adultos (%), intervalo de emergéncia (h) e duracdo média de cada estadio de desenvolvimento

(h) de Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae) submetidas a diferentes concentragdes de metilfenidato e fenobarbital em relacdo ao

grupo controle.

Pardmetros Viabilidade  Viabilidade Machos Fémeas 1°estddio  2°estddio 3°estddio Pré- Intervalode Total: larva
larval de adultos larval (h) larval (h) larval (h) pupa emergéncia + pupa

Controle 127 (85%) 125 (98,4%) 62 (49,6%) 63 (50,4%) 6 42 48 24 120£12 240
10x DT 131 (87%) 129 (98,4%) 63 (48,83%) 66 (51,17%) 6 42 48 24 120+12 240
50x DT 138 (92%) 129 (93.4%) 67 (51,93%) 62 (48,07%) 6 42 48 24 120£12 240
100x DT 133 (88%) 122 (91,7%) 59 (48,36%) 63 (51,64%) 6 42 48 24 120£12 240

1xDT 137 O1%) 127 (92,7%) 67 (52,715%) 60 (47,25%) 6 54 48 12 120+12 240
3,3x DT 142 (95%) 136 (95,7%) 70 (51,47%) 66 (48,53%) 6 54 48 12 120+12 240
6,7 x DT 133 (88%) 123 (924%) 70 (56,91%) 53 (43,09%) 6 54 48 12 120£12 240

10+1 140 (93%) 134 (95,7%) 68 (50,75%) 66 (49,25%) 6 54 36 24 120£12 240
50+3,3 124 (83%) 113 (91,1%) 55 (48,67%) 58 (51,33%) 6 54 36 24 120£12 240
100+ 6,7 141 (94%) 132 (93,6%) 66 (50%) 66 (50%) 6 54 36 24 120£12 240
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A proporc¢do esperada da razdo sexual, com aproximadamente metade dos adultos machos
e metade fémeas, parece ocorrer em todos os grupos de tratamentos, com uma diferenca apenas
em 6,7 x DT de fenobarbital, em que o nimero de machos foi um pouco maior, porém, nao
significativo. A viabilidade larval também foi aproximada em todos os tratamentos e controle, € o

intervalo de emergéncia nao foi afetado pela droga.

Chrysomya albiceps (Wiedemann)

As drogas interferiram no tempo total de desenvolvimento da espécie, sendo que o
cloridrato de metilfenidato retardou em 24 horas e o fenobarbital em 12 horas. A associagcdo das
duas drogas também retardou em 12 horas, o que sugere que o fenobarbital tenha inibido, de
alguma forma, a interferéncia causada pelo cloridrato de metilfenidato. As curvas do
desenvolvimento sdo apresentadas na Figura 8. As andlises estatisticas apontaram grande
diferenca significativa entre as médias dos pesos dos grupos tratados com diferentes
concentragdes das substancias testadas (F=109,21; p=0,0001), e muitos pontos foram apontados
pelo teste de Duncan, como mostra a Tabela 11. Os valores dos pesos sdo apresentados no Anexo

6.
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Figura 8: Curvas de desenvolvimento de imaturos de Chrysomya albiceps (Diptera:
Calliphoridae) criados em dieta artificial acrescida de cloridrato de metilfenidato e fenobarbital [A-
controle; B-10xDT(CM); C-50xDT(CM); D-100xDT(CM); E-1xDT(FB); F-3,3xDT(FB); G-6,7xDT(FB);

H-10xDT+1xDT; I-50xDT+3,3xDT; J-100xDT+6,7xDT].
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Tabela 11. Médias dos pesos (x£DP) de imaturos de Chrysomya albiceps (Diptera: Calliphoridae) nos pontos em que foram observadas

diferencas entre os tratamentos.

C. Controle 10x DT 50x DT 100 x DT 1xDT 3,3x DT 6,7x DT 1+10 3,3+ 50 6,7 + 100
albiceps
12h 0,26+0,26 0,25+0,06 0,21+0,12 0,1620,15 0,21+0,21 0,26+0,29 0,14+0,20 0,2040,35 0,19+0,30 0,22+0,21
a a,b b, c d, e C a e C c,d a,b,c
24h 0,86+0,61 0,96+0,92 1,01+1,21 0,98+1,32 0,79+1,55b, 0,91+0,21 0,78+1,82b, 0,65+0,56 0,66+0,95 0,73+1,04
a,b,c,d a,b a a,b c,d a,b,c c,d d d c,d
36h 2,42+0,59 2,69+0,56 2,54+0,69 2,40+0,51 3,15+0,80a, 3,21+0,48 1,38+0,35 1,40+0,32 1,99+0,48 1,55+0,36
d,c b, c C d, c b a f f d, e f,e
48h 5,43+0,92 7,82+1,43 5,55+0,87 6,79+0,63 7,43+0,97 a, 6,27+1,03 3,62+0,59 4,42+0,40 5,06+0,85 2,13+0,55
e a d, e b, c b d, c g f e, f h
60h 12,34+1,23  17,58+2,15 19,42+2,73 21,67+£3,40 11,61+1,77 13,74+3,24  9,89+1,21 9,83+1,70 6,45+1,13 6,67+0,92
c,d b b a d, e C e e f f
72h 35,38+3,69 25,79+7,25 30,13+x4,96 35,62+6,61 28,72+821 34,93+2,83 14,90+3,85 18,03+7,35 22,96+3,34 16,12+3,15
a c,d b, c a C a,b e e d e
84h 36,23+6,72 46,71+11,49 38.47+7,65 43,51+6,91 47,2446,75 41,97+13,92 20,29+4,00 22,59+4,73 32.49+6,87 27,36%5,27
b, c a b, c a,b a a,b e e c, d d, e
108h  61,10£12,98 66,96+3,51 68,88+5,80 67,85+5,92 67,42+10,25 70,8549,48 51,10+x12,61 54,39+8,02 48,78+8,53 50,07+8,52
b, c a,b a,b a,b a,b a d c,d d d
120h  73,50+12,89 67,09+11,29 71,50+7,45 74,90+£7,65 79,56+x11,06 79,18+8.47 68,96+10,65 61,15+8,20 57,96+11,88 56,04+7,01
a,b b,c,d a,b a,b a a b, c c,d, e d, e e
132h  58,82+12,75 68,56+7,34 71,84+9,77 75,26%£5,57 77,91+6,70 74,23+8,56 60,95+7,50 50,55+7,64 55,14+7,84 53,15+7,59
C b a,b a,b a a,b c d c, d c,d
156h 53,47+49,70 58,20+£9,36 62,41+5,70 66,92+727 69,04+7,60 68,11+3,85 56,20+8,97 46,18+5,34 47,98+5,56 47,53+9,84
c,d b, c a,b a a a b, c d d d
168h 45,09+7,62 54,19+14,21 57,08+11,03 65,75+10,85 65,4949,11 64,56+8,64 52,17+8,25 45,40+8.85 45,36+6,23 43,19+7,79
c,d b, c a,b a a a b,c,d c,d c,d d
180h - 45,66+7,67 47,11£7,94 53,47+49,96 54,18+7,47 51,51+5,59 46,36+6,15 40,04+727 39,58+4,15 40,37+7,74
c,d, e b,c,d a,b a a,b,c c,d, e d, e e d, e

Para cada coluna (tratamento), valores das médias seguidos pela mesma letra mintdscula ndo foram significativamente diferentes, de acordo

com o teste de comparagdes multiplas de Duncan (taxa global de erro a = 0.05).
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O tempo de desenvolvimento dos imaturos submetidos a mesma droga foi 0 mesmo, 192
horas para metilfenidato, 180 horas para fenobarbital e 180 horas para os grupos submetidos a
associacdo, independente das concentracdes. A mudanca do segundo para o terceiro estddio larval
aconteceu em 60 horas e a mudanca do terceiro para pré - pupa em 132 horas para o grupo
controle, tratados com fenobarbital e associacdo dos farmacos. J4 nos grupos tratados com
metilfenidato, essa mudancga de estddio ocorreu em 72 horas, 12 horas depois que o controle, o
que sugere que a influéncia dessa droga no tempo total do desenvolvimento ji comecga nas
primeiras horas do desenvolvimento. Em um estudo com larvas de Boettcherisca pererina
(Robineau-Desvoidy, 1830) criadas em figados de coelhos submetidos a heroina, observou-se que
a influéncia da substancia no desenvolvimento ocorreu desde o inicio do desenvolvimento, sendo
as larvas maiores que as do controle desde as primeiras horas (Goff et al., 1990).

A Tabela 12 mostra a porcentagem de larvas que concluiram os estadios larvais, chegando

ao estagio de pupa e a emergéncia de adultos.
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Tabela 12: Taxas de viabilidade larval e de adultos (%), intervalo de emergéncia (h) e duracdo média de cada estddio de desenvolvimento (h) de

Chrysomya albiceps (Diptera: Calliphoridae) submetidas a diferentes concentra¢des de metilfenidato e fenobarbital em relagdo ao grupo controle.

Pardmetros  Viabilidade  Viabilidade 1°estddio 2°estddio 3° estddio Pré - Intervalode  Total: larva
larval de adultos larval (h) larval (h) larval (h) pupa emergéncia + pupa

Controle 130 (86%) 120 (92,3%) 6 54 72 36 120+12 288
10x DT 139 (92%) 126 (90,6%) 6 66 84 36 120+12 312
50x DT 124 (82%) 104 (83,8%) 6 66 84 36 120+12 312
100 x DT 132 (88%) 104 (78,7%) 6 66 84 36 120+12 312

1xDT 139 (92%) 110 (79,1%) 6 54 72 48 120£12 300
33xDT 139 (92%) 121 (87%) 6 54 72 48 120+12 300
6,7 x DT 104 (69%) 91 (87,5%) 6 54 72 48 120£12 300

10+ 1 132 (88%) 122 (92,4%) 6 54 72 48 120+12 300
50 +3,3 128 (85%) 117 (91,4%) 6 54 72 48 120+12 300
100 + 6,7 132 (88%) 122 (92,4%) 6 54 72 48 120+12 300
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A viabilidade larval também foi aproximada em todos os tratamentos e controle, tendo
apenas um tratamento (6,7 x DT fenobarbital) com o nimero de larvas chegando a pupa, menor
que 75%, porém, ndo significativo segundo o teste Qui-Quadrado. O intervalo de emergéncia nio
foi afetado pelas drogas, individualizadas ou associadas. Nesse experimento, ndo houve a

pesquisa de razdo sexual, visto que essa espécie € monogenica.

As duas substancias estudadas interferiram de maneiras distintas no desenvolvimento das
espécies estudadas: apenas em pontos isolados durante o estigio de larva, em Chrysomya
megacephala, em 12h ou 24 horas, em Chrysomya putoria, ou em até dois dias no tempo desse
desenvolvimento, em Chrysomya albiceps. A presenga dessas drogas em um corpo em
decomposicdo utilizado como substrato para criacdo de insetos necréfagos, se ndo detectada,
pode gerar um erro na estimativa do intervalo pos-morte. Por isso, € fundamental a realizagdo de
exames toxicoldgicos, tanto no caddver como nos imaturos encontrados no local da pericia, para
que, junto aos dados da necropsia e do local, essas informa¢des possam auxiliar na investigacao,

evitando erros e subestimativas no calculo do IPM.
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Anexo 1: Massa corporal (mg) (media de x+DP) de imaturos de Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae) em diferentes
concentracoes de cloridrato de metilfenidato, em relacdo ao tempo de desenvolvimento (horas). Os valores grifados mostram o

momento em que houve o maior ganho de massa em 12 horas.

Idade (h) Controle 10 x DT 50x DT 100 x DT
12 0,36:+0,45 0,39:+0,15 0,33+0,40 0,41+0,26
24 1,48+0,24 1,52+0,23 1,48+0,18 1,57+0,28
36 4,34+0,98 4,58+1,23 4,65+0,73 4,73+0,73
48 12,18+326*  10,78+3.75°  10,38+3.27°  12,31+2.26°
60 47244520  36,72+3.86  34.86+5.82  34.01+6.33
72 53,58+7,64%  47,34+435  4554+6.03  4543+534
84 51,99+2,82°  49,04+3,64  56,58+291*%  47,86+3,02
96 48,4443 44  52,06+3,08%  49,54+514  50,68+5,70%
108 43,38+4,76  46,92+5,56" 46,45+6,90°  49,55+537°"
120 39,32+2,96¢  40,22+8,67  42,39+228  44,13+9,56
132 - 39,20+7,40¢  38,99+4.68°  39,55+4,54°

* Fim do segundo estddio larval
" Fim do terceiro estddio larval (pré-pupa)
 Fim das pesagens (pupa)

*Maior massa corporal
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Anexo 2: Massa corporal (mg) (media de x+DP) de imaturos de Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae) em diferentes
concentracoes de cloridrato de metilfenidato, em relacdo ao tempo de desenvolvimento (horas). Os valores grifados mostram o

momento em que houve o maior ganho de massa em 12 horas.

* Fim do segundo estddio larval

Idade (h) Controle 10 x DT 50 x DT 100 x DT
12 0,27+0,80 0,57+1,65 0,45+1,21 0,50:0,57
24 1,36+0,46 2,04+0,96 1,36+0,29 1,28+0,21
36 4,90+1,28 6,63+1,33 6,000,95 4,95+0,94
48 13,61+2,72*  13,01+3,56°  23,54+697°  18,05+4,33"
60 44,78+13.08  40,72+13,56  48,09+9.26 30,15+9.10
72 72,64+7.50  6322+10.64  71,76+7,73 66.75+5.64
84 80,03+18,65% 91,74+10.71*  75,61+7,58  79,5548,18*
96 78,27+7,30°  79,84+8,65  83,36+8,37"*  78,72+10,43"
108 82,06+10,00  77,69+7,50°  72,25+10,70  77,96+7,99
120 72,68+5,58°  70,53+7,93°  70,39+5,17°  68,66+6,88°

" Fim do terceiro estddio larval (pré-pupa)

 Fim das pesagens (pupa)

*Maior massa corporal
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Anexo 3: Massa corporal (mg) (media de x+DP) de imaturos de Chrysomya albiceps (Diptera: Calliphoridae) em diferentes
concentracoes de cloridrato de metilfenidato, em relacdo ao tempo de desenvolvimento (horas). Os valores grifados mostram o

momento em que houve o maior ganho de massa em 12 horas.

Idade (h) Controle 10 x DT 50 x DT 100 x DT
12 0,13+0,06 0,09:+0,12 0,09:+0,46 0,13+0,26
24 0,48+0,53 0,48+0,50 0,46+0,10 0,49+0,96
36 1,30+0,28 1,77+0,57 1,20+0,22 1,38+0,24
48 2,53+0,63 2,46+0,91 3,06+0,65 2,44+0,66
60 5,73+1,35" 5,60+1,10 5,84+1,09 4,41+1,24
72 9,85+2,22 9,40+1,03*  11,06+1,64*  9,64+0,86
84 29,63+3,59  16,51+3,15  21,78+4,47  13,88+2,17
96 53,51+6,64  30,49+8,89  2942+8,16  22,23+523
108 43,4149,86  41,09+9.14  39,99+835  39,82+6.58
120 59,38+11.40 65,88+10,61 67,08+11.92 59,13+8.41
132 84,21+7.00%  63,25+8,38  63,95+13,20  56,11+12,46
144 74,17+5,87°  70,36+15,23  65,55+19,44  70,07+10,42
156 65,22+7,73  73,97+9,08*  7543+7,03*% 74,04+13,05*
168 73,3249,51  72,67+3,99"  69,36+8,52"  66,33+9,34"
180 54,13+6,10¢  60,92+528  62,73+8,31  60,89+8.48
192 - 62,91+14,44 57,68+12,30  70,28+9,78

204 - 4722+531°  55,07+5,03°  52,76+4,24°

* Fim do segundo estddio larval
® Fim do terceiro estddio larval (pré-pupa)
 Fim das pesagens (pupa)

*Maior massa corporal
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Anexo 4: Massa corporal (mg) (media de x+DP) de imaturos de Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae) em diferentes

concentracoes de cloridrato de metilfenidato e fenobarbital, em relagdo ao tempo de desenvolvimento (horas). Os valores grifados

mostram o momento em que houve o maior ganho de massa em 12 horas.

Idade Cloridrato de Metilfenidato Fenobarbital Associacao
(h) Controle 10x DT 50 x DT 100 x DT 1xDT 33xDT 6,7 x DT 10+1 50 +3,3 100 + 6,7
12 0,49+0,25  0,45+0,55  0,44+0,15  0,48+0,40  0,40+047  0,38+0,12  0,48+1,39 0,54+125  0,55£0,40  0,50+0,17
24 2,06£0,28  1,84+024  1,97+041  1,53+0,42  1,49+041  1,36+034  1,55+0,34 1,95+0,61 1,62+030  1,78+0,39
36 594+1,63  506x1,12  514+141  620£122  6,96+120  4,60+1,46  6,30+0,86 6,26+1,58  533+1,74  4,94+0,85
48 22,02+2.61*  17,7243,10° 16,32+1.84* 20,59+2,37° 19,22+2.88" 17,24+3,01* 19,83+2.15* 12,75+2.57" 17,63+2,94" 12,99+1,98"
60 45,79+2.37  31,65+7.03 35.01+622 28,52+543 28,63+6.08 26,31+6.50 3533+2.62  3091+3.84 28844350 24,9946.70
72 57,61+4,48*% 52.43+334 53,03+6,58 54,36+6.49 44.41+1043 47,78+3.84 43,30+6,26  36,53+3,14  41,73+6.53  43,90+6.29
84 53,78+4,65" 53,54+751 54,74+333  50,89+6,55 44,43+6,10 45,93+598 47,58+3,06  47,75+4,70  49,16+347  47,07+3,17
96 53,63+3,78 57,14+4,39* 5577+2,65% 55,37+5,05*% 48,23+3.88* 50,00+3,10% 50,36+2,17* 53,38+2,81* 50,71+6,28* 48,9343 78*
108 47,20+3,16  47,16+3,09° 46,91+2,17° 47,14+220" 44,43+320" 46,50+5,78" 46,79+3,48° 44,97+3,08" 45,34+2.39" 43,74+3,50
120 42,08+2,04¢ 42,86+4,73  44,00+348  41,20+4,80 44,22+43,19  46,09+2,50 44,61+3,61  44,26+5.69  44,65+445  43,59+425
132 - 40,79+3,36¢ 40,48+0,84¢ 39,81+1,64° 40,78+3,15 37,59+3,16  44,13+433  43,02+4,22  41,94+598  43,08+4,19
144 - - - - 35,5243,54¢ 35,52+2,69¢ 33,57+4,88° 33,95+3,17° 38,00+1,67° 35,10+221°

* Fim do segundo estddio larval

® Fim do terceiro estddio larval (pré-pupa)

¢ Fim das pesagens (pupa)

*Maior massa corporal
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Anexo 5: Massa corporal (mg) (media de x+DP) de imaturos de Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae) em diferentes
concentracoes de cloridrato de metilfenidato e fenobarbital, em relagdo ao tempo de desenvolvimento (horas). Os valores grifados

mostram o momento em que houve o maior ganho de massa em 12 horas.

Idade Cloridrato de Metilfenidato Fenobarbital Associacao

(h) Controle 10 x DT 50 x DT 100 x DT 1xDT 3,3xDT 6,7 x DT 10 +1 50 +3,3 100 + 6,7
12 0,36+0,60 0,38+0,06 0,36+0,42  0,38+0,26 0,36+0,57 0,30+0,23  0,33+0,72 0,37+0,49 0,42+0,81 0,41+0,57
24 1,11+0,14 1,70+0,46 1,93+0,68  1,45+0,48 1,13+0,17 1,40+0,35  1,11+0,25 1,80+0,36 1,25+0,35 1,11+0,26
36 4,64+1,15 6,42+1,16 7,30£1,10  6,76+1,88 4,64+0,87 4,46+0,79  3,66+0,96 544+1.41 5,8242,13 4,29+0,68
48  8,80+1,25"  2554+4.81° 1925+6.42" 13.48+3.59° 10,85+233  12,7243,03 10,26+1,39  19,65+2.97  10,68+5.11  14,68+3,19
60  27.84+627 42,79+15.03 57.91+9.06 41,94+17.86 21,34+7.55" 22,60+3,68" 22,76+5.53" 38,70+8.56"°  43,05+9.68" 38,41+10.00"
72 59,59+7.31 76,89+11.72 6549+12,76 65,08+10,60 53,43+13.96 45,04+1337 49,35+1121 56,26+16,00 69,46+13,53 71,97+12.07
84  84,92+49,52% 78,34+12,10% 82,67+4,10% 80,28+6,66* 70,56+14.85 68,83+11.94 63,10£16,94 73,16+13,63* 77,14+7,87* 72,19+15,14*
96  72,1749,74°  76,25+7,60° 70,92+8,28" 76,39+593" 73,24+10,17% 69,16+5,68% 68,23+£5,23*% 68,61+6,06° 73,96+12,19" 69,65+9,94°
108  67,72+5,83  66,43+537  70,46+5,89  69,02+8,05  64,65+7.94" 63,61+7,83" 64,88+6,16" 63,70+10,47  68,76+544  64,94+8.38
120 58,96+7,59¢ 62,68+524° 56,97+6,40¢ 62,66+4,72° 54,13+8,05¢ 58,30+4,19° 54,41+6,18° 59,05+547° 57,22+629° 58,83+5,16°

* Fim do segundo estddio larval

® Fim do terceiro estddio larval (pré-pupa)

 Fim das pesagens (pupa)

*Maior massa corporal
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Anexo 6: Massa corporal (mg) (media de x+DP) de imaturos de Chrysomya albiceps (Diptera: Calliphoridae) em diferentes
concentracdes de cloridrato de metilfenidato e fenobarbital, em relagdo ao tempo de desenvolvimento (horas). Os valores grifados

mostram o momento em que houve o maior ganho de massa em 12 horas.

Idade Cloridrato de Metilfenidato Fenobarbital Associacio
(h) Controle 10 x DT 50 x DT 100 x DT 1xDT 3,3xDT 6,7 x DT 10+1 50 +3,3 100 + 6,7
12 0,26+0,26 0,25+0,06  0,21+0,12  0,16+0,15 0,21+0,21 0,26:0,29 0,14+0,20 0,20:0,35 0,19+0,30 0,22+0,21
24 0,86+0,61 0,96+0,92  1,01+121  0,98+1,32 0,79+1,55 0,91+0,21 0,78+1,82 0,65+0,56 0,66+0,95 0,73+1,04
36 2,42+0,59 2,69+0,56  2,54+0,69  2,40+0,51 3,15+0,80 3,21+0,48 1,38+0,35 1,40+0,32 1,99+0,48 1,55+0,36
48 5,43+0,92 7,82+143  5,55+087  6,79+0,63 7,43+0,97 6,27+1,03 3,62+0,59 4,42+0,40 5,06:0,85 2,13+0,55
60  12,34+1,23*  17,58+2,15 19424273  21,67+3,40 11,61+1,77° 13,74+324*  9,89+121*°  9,83+1,70°  6.45+1,13*  6,67+0,92°
72 35,38+3,69  25,79+7.25" 30,13+4,96° 35,62+6,61° 28,72+821  34,93+2.83  14,90+385  18,03+7,35  22,96+3.34  16,12+3,15
84 36234672  46,71+11.49 3847+7.65 43,51+691 47244675 41,97+1392 20,29+4.00  22,59+4.73  32,49+687  27,36+5.27
96 60,51+5.81  62,62+12,87 58,53+4.29 61,2048.84 65,06£10,31  66,79+4.12  46,29+678  53,32+5.11  44,96+4,09  42,78+6.28
108 61,10£12,98  66,96+3,51  68,88+5,80 67,85+592 67,42+1025 70,85+948 51,10£12,61 54,39+8,02  48,78+8,53  50,07+8,52
120 73,50+12,89% 67,09+11,29 71,50+7,45 74,90+7.65 79,56+11,06% 79,18+8,47* 68,96+10,65* 61,15+820% 57,96+11,88* 56,04+7,01*
132 58,82+12,75" 68,56+7,34 71,84+9.77 75,26+557 77,91+6,70° 74,23+8,56" 60,95+7,50° 50,55+7,64° 55,14+7,84" 53,15+7,59"
144 58,33+6,39  71,34+8,75% 72,85+8,88* 77,35+4,75*% 74,44+6,98  70,42+946 59,63+11,48 48,97+9.77  49,36+9,57  51,86+8,03
156 53474970  58,20+9,36" 62,41+5,70° 66,92+7,27°  69,04+7,60  68,11+385  56,2+8,97  46,18+534  47,98+556  47,53+9,84
168 45,09+7,62¢ 54,19+1421 57,08+11,03 65,75+10,85 6549+9,11  64,56+8,64  52,17+825 4544885  4536+623  43,19+7,79
180 - 45,66+7,67 47,11+7,94 53,47+9.96  54,18+7.47° 51,51+559¢ 46,36+6,15° 40,04+7,27¢ 39,58+4,15° 40,37+7,74¢
192 - 42,18+5,71° 42,41+6,14¢ 49,40+6,58° - - - - - -

* Fim do segundo estddio larval

® Fim do terceiro estddio larval (pré-pupa)
 Fim das pesagens (pupa)

*Maior massa corporal
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