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ALTERACOES NO PERFIL QUIMICO CUTICULAR DE COLEOPTEROS SAO
IMPORTANTES EM INVESTIGACOES FORENSES?

RESUMO GERAL

A aplicacdo dos estudos com a entomofauna em investigacbes criminais e
processos civis é conhecida como Entomologia Forense. Sua importancia relaciona-se ao
fato de que os insetos geralmente sdo o0s primeiros a encontrar um CcOrpo em
decomposicéo, sendo atraidos pelos odores e gases liberados apds a morte. A ordem de
maior importancia para entomologia forense é a Diptera, pois sdo 0s primeiros a
encontrarem um corpo em decomposicao. Por outro lado, os coledpteros sdo considerados
como o segundo grupo mais importante para a entomologia forense, pois também podem
responder a varias questdes e consequentemente auxiliar no campo da pericia criminal.
Esta dissertacdo esta dividida em dois capitulos sendo que no primeiro testamos a
hipGtese de que por meio da anlise do perfil quimico cuticular de machos e fémeas da
espécie de Euspilotus azureus, seria possivel distinguir amostras da cuticula destes
insetos provenientes de diferentes tipos de ambientes, possibilitando 0 uso destes
compostos como ferramenta complementar para avaliar se cadaveres pode ter sofrido
deslocamento do local onde ocorreu a morte. Os resultados mostram que amostras da
cuticula do besouro E. azureus sdo ferramentas Uteis para auxiliar na investigacdo do
local onde o crime pode ter acontecido, ou mesmo casos de translocacdo de cadaveres na
tentativa de ocultamento, uma vez que a composicao varia significativamente em fungéo,
sobretudo de condicbes locais especificas. Os compostos provenientes do dimorfismo
sexual da cuticula desta espécie comprovam que machos podem ser mais confiaveis para
este tipo de investigacdo e deve ser levado em conta no momento da coleta de evidéncias
no cadaver. No segundo capitulo verificamos a hipGtese de que a contaminacdo por
inseticida afetard o perfil quimico cuticular de besouros de interesses forenses. Os
resultados obtidos mostram que os Hidrocarbonetos Cuticulares podem ser afetados pela
contaminacdo pelo inseticida tiametoxam, havendo uma alteracdo qualitativa e
quantitativa da composi¢do quimica cuticular das amostras de besouros. Isto aponta para
0 uso de uma nova ferramenta para avaliar se a causa da morte pode ter sido por

envenenamento ou, se ainda, se o cadaver estiver em area de cultura, se houve possivel



contaminacdo do cadaver, o que pode entdo afetar o ciclo de desenvolvimento de insetos

e com isto dificultar a determinag&o do Intervalo P6s Morte usando este tipo de amostras.



CHANGES IN THE CUTICULAR CHEMICAL PROFILE OF COLEOPTERS
ARE IMPORTANT IN FORENSIC INVESTIGATIONS?

GENERAL ABSTRACT

The application of studies with entomofauna in criminal investigations and civil
proceedings is known as Forensic Entomology. Its importance relates to the fact that
insects are usually the first to find a decomposing body, being attracted by odors and
gases released after death. The most important order for forensic entomology is the
Diptera, because they are the first to find a decomposing body. On the other hand,
coleoptera are considered as the second most important group for forensic entomology, as
they can also answer various questions and consequently assist in the field of criminal
proficiency. This dissertation is divided in two chapters and in the first one we tested the
hypothesis that, through the analysis of the cuticular chemical profile of males and
females of the species of Euspilotus azureus, it would be possible to distinguish cuticle
samples of these insects coming from different types of environments, the use of these
compounds as a complementary tool to evaluate if corpses may have suffered
displacement from the place where death occurred. The results show that cuticle samples
from the E. azureus beetle are useful tools to assist in investigating where the crime may
have occurred, or even cases of cadaveric translocation in the attempt to conceal, since
the composition varies significantly in function, especially of specific local conditions.
The compounds derived from the sexual dimorphism of the cuticle of this species prove
that males may be more reliable for this type of investigation and should be taken into
account when collecting evidence on the corpse. In the second chapter we verified the
hypothesis that the insecticide contamination will affect the chemical profile of beetles of
forensic interest. The results show that the Cuticular Hydrocarbons can be affected by the
contamination by the insecticide thiamethoxam, with a qualitative and quantitative
alteration of the cuticular chemical composition of the beetle samples. This points to the
use of a new tool to assess whether the cause of death may have been by poisoning or
even if the corpse is in the culture area, if there has been possible contamination of the
corpse, which may then affect the development of insects and thus make it difficult to

determine the postmortem interval using this type of samples.



INTRODUGCAO GERAL

A entomologia forense é dividida de acordo com Lord e Steversson (1986) como:
Entomologia Urbana: quando ha presenca de insetos em imoveis causando danos e
consequentemente prejuizos. Entomologia de Produtos estocados: quando os insetos
causam algum tipo de dano em produtos estocados em grande escala. E a Entomologia
Medico-Legal: Diferente da entomologia urbana e de produtos estocados, a médico-legal
0s insetos sdo parte constituinte da investigacdo envolvendo a éarea criminal,
principalmente em casos de morte violenta.

Os insetos sdo um dos primeiros a localizarem um corpo ap6s a morte, utilizando-
0 assim como sitio de oviposicdo, alimentacdo, tanto para os adultos como imaturos
(Oliveira-Costa 2013).

H& uma grande diversidade de insetos que colonizam cadaveres, de modo que
cada espécie apresenta determinadas preferéncias frente a este recurso e neste sentido,
podem ser classificadas, segundo Keh (1985), como: Necrdfagos, cujo adulto e/ou
imaturos se alimentam dos tecidos em decomposic¢édo; Onivoros, que se alimentam tanto
da fauna que coloniza o cadaver quanto da matéria em decomposicdo; Parasitas, utilizam
os colonizadores da carcaca para seu proprio desenvolvimento; Predadores, se
alimentam dos adultos e/ou imaturos associados a carcaca e; Acidentais, encontram a
carcaca por acaso, utilizando-a como extensdo de seu habitat, sem utilizar nenhum
recurso para alimentacdo ou desenvolvimento da prole. Esta preferéncia da fauna
cadavérica por determinados estagios de decomposicdo € denominado entdo como
sucessdo ecoldgica, sendo possivel observar com clareza um padrdo de ocorréncia das
espécies (Smith, 1986).

A ordem de maior importancia para entomologia forense é Diptera, pois as
moscas Sdo 0S primeiros insetos a encontrarem um corpo em decomposigdo. E os
representantes da familia Calliphoridae sdo considerados como os mais frequentes e
abundantes, localizando o cadaver logo apds a morte (Smith 1986, Wall e Warnes 1994).
De modo que sua presenca e atividade pode acelerar a decomposi¢do do corpo (Mann et
al. 1990).

A ordem Coleoptera é a maior e mais diversa da classe Insecta, com mais de 300
mil espécies descritas, correspondendo a cerca de 40% das espécies conhecidas de
Hexapoda (Triplehorn e Johnson 2015). Os besouros possuem um amplo habito

alimentar, podendo ser encontrados em quase todos os ambientes (Borror e Delong
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1988). Neste sentido, por esta capacidade muitas espécies sdo associadas ao ambiente
cadavérico, sendo entdo a segunda ordem mais importante para a entomologia forense,
podendo, portanto, ser aplicada para auxiliar na solugdo de casos criminais e disputas
judiciais (Pujol-Luz et al. 2008).

Por outro lado, os coledpteros sdo considerados como o segundo grupo mais
importante para a entomologia forense, podendo também auxiliar no campo da pericia
criminal. Os besouros possuem representantes, necrofagos, predadores e onivoros,
algumas familias como Histeridae e Staphylinidae (predadores) chegam pouco tempo
apos a morte, pois sdo predadores generalistas dos imaturos principalmente de dipteros.
Ja coledpteros como a familia Dermestidae, colonizam a carcaga nos estagios mais
avancados, se alimentando dos tecidos em decomposi¢do mais desidratados (Oliveira-
Costa 2013).

Os insetos podem ser aplicados em varias situacdes para auxiliar na elucidacdo de
casos, seja no ambito civel ou criminal, como, por exemplo, na identificagdo da origem
de entorpecentes com base na identificagdo dos insetos presentes na droga (Arnaud
1974). Também podem ser utilizados para determinar maus tratos a incapazes. No estudo
de Goff (1991), o autor utilizou o tempo de desenvolvimento de larvas de moscas da
familia Calliphoridae coletadas nas fezes da fralda de uma crianca que foi vitima de maus
tratos, para determinar o periodo de abandono.

Os insetos também podem ser aplicados para responder se houve morte violenta,
ou ndo, por meio dos vestigios entomoldgicos, observando entdo os sitios de alimentacao
ndo usuais de adultos e imaturos, pois geralmente em cadaver sem ferimentos os insetos
necréfagos realizam oviposturas em lugares protegidos para o inseto, como orificios
naturais (boca, nariz e genitalias) (Smith 1986). Auxiliam também na determinacdo do
culpado em casos de sequestro ou crime sexual, utilizando analises de DNA retirado do
trato digestério de mosquitos hemat6fagos (Hawley e Budowle 2000). Além da
determinacdo do Intervalo P6s-Morte (IPM), ou seja, 0 tempo transcorrido entre a morte e
0 achado do corpo, podendo ser determinado por meio da aplicacdo do tempo de
desenvolvimento dos imaturos e/ou pela sucessdo entomoldgica (Catts 1992), sendo a

estimativa do IPM a principal aplicagdo na Entomologia Forense (Oliveira-Costa 2013).



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Contexto historico

A utilizacdo de insetos como instrumento forense foi relatado pela primeira vez na
China, no século XIII, no qual ap6s a constatacdo de um homicidio de um lavrador por
meio de uma foice, o investigador pediu que todos os outros trabalhadores expusessem
suas foices, de modo que apenas uma das foices atraiu as moscas, e apos interrogatério o
possivel suspeito confessou o assassinato (Catts e Goff 1992, Pujol-Luz et al. 2008).

Segundo Pujol-Luz et al. (2008) o marco inicial da Entomologia Forense no Brasil
ocorreu apos a realizacdo do trabalho de Oscar Freire em 1908, no qual ele apresenta a
primeira colecdo de insetos necrofagos. Neste mesmo ano, Edgar Roquete Pinto realizou
um estudo sobre a fauna cadavérica humana. Samuel Pessoa, Frederico Lane e Herman
Luderwaldt descreveram a fauna de besouros necr6fagos em S&o Paulo, entre 1911 e
1941.

Com base na colecdo de insetos do Museu Paulista, foi publicada uma lista de
insetos necrofagos no ano de 1911 por Luderwaldt, além disso, foi publicado ainda, em
1914 por Oscar Freire, um estudo sobre a fauna cadavérica na Bahia. Com a ajuda de
Freire, Berfort de Mattos no ano de 1919 realizou um trabalho sobre sarcofagideos em
Sdo Paulo. Ap0s todos esses estudos Oscar Freire em 1923 publicou um trabalho sobre a

fauna cadaverica brasileira (Pujol-Luz et al. 2008).

Coledpteros associados a decomposicao de carcagas

Ha registros de besouros de diversos habitos alimentares em carcacas, ndo apenas
espécies necrofagas, mas também coprofagas, predadoras, saprofagas e onivoras
(Oliveira-Costa 2013). Individuos das familias Cleridae, Silphidae, Scarabaeidae e
Dermestidae tém habitos necréfagos e copro-necrofagos e, portanto, apresentam potencial
de uso na entomologia forense. Ja besouros das familias Histeridae e Staphylinidae sao
predadores, sendo encontrados principalmente nos estagios iniciais da decomposicéao
cadavérica, podendo também serem aplicados no campo das ciéncias forenses.

Vérios estudos com coledpteros vém mostrando sua eficacia nas investigacoes
forenses, podendo assim responder varias questdes, como deslocamento e/ou ocultagdo
de cadaveres, detecgdo de toxinas, determinacdo da causa morte e até mesmo estimativa
do intervalo pos-morte (IPM) (Madra et al. 2014), sendo que (Bajerlein et al. 2018)

conseguiram determinar o IPM por meio de larvas de terceiro instar da espécie Necrodes
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littoralis (Coleoptera: Silphidae). Staphylininae foi utilizado como indicadores da estacdo
da morte e/ou do deslocamento de cadaver, os autores constataram que esta familia pode
ser utilizada como indicadores da sazonalidade, podendo fornecer informacgdes valiosas
para ciéncias forenses (Madra et al. 2014). O efeito da atividade do besouro Dermestes
maculatus (Coleoptera: Dermestidae) em feridas pos-morte e as alteracbes decorrentes
podem mascarar ferimentos ocorridos antes e/ou depois da morte, podendo assim
influenciar na determinacdo da causa da morte (Zanetti et al. 2015). Também ja foi
possivel detectar e quantificar a fluoxetina, um antidepressivo a partir de amostras de
Dermestes maculatus (Coleoptera: Dermestidae) demostrando potencial uso para
deteccdo da causa da morte, principalmente em casos no qual ndo ha mais tecidos
disponiveis para analises toxicologicas tradicionais (Zanetti et al. 2016).

Histeridae Gyllenhal, 1808

A familia Histeridae possui cerca de 4.300 espécies descritas, contendo 11
subfamilias (Mazur 2011). Seus representantes sdo pequenos, possuindo cerca de 0,5 a
10,0 mm de comprimento, corpo oval, geralmente com coloracdo preto brilhante
(Oliveira-Costa 2013). Os besouros desta familia possui uma distribuicdo geogréafica
ampla, podendo ser encontrados em diversos tipos de ambientes, como carcacas (Wolff et
al. 2001, Cruz e Vasconcelos 2006, Mise et al. 2007, 2010), fezes (Rodrigues e Marchini
1998), criacdo de aves poedeiras (Gianizella e Prado 1998), vegetacdo em decomposicdo
(Celli et al. 2015). E ja foram registrados nas cidades de Campinas-SP (Monteiro-Filho e
Penereiro 1987, Gianizella e Prado 1998), Recife-PE (Cruz e Vasconcelos 2006), Séo
Paulo-SP e Uberlandia-MG (Luederwaldt 1911, Carvalho et al. 2004), ltumbira-GO
(Marchiori et al. 2000), Campo Grande-MS (Koller et al. 2002) e Espirito Santo (Lopes et
al. 2005).

Euspilotus azureus (Sahlberg 1823) (Histeridae: Coleoptera)

Euspilotus € o géneros mais encontrados em estudos forenses (Carvalho e
Linhares 2001, Mise et al. 2007, 2010, Mayer e Vasconcelos 2013, Almeida et al. 2015),
sendo registrados em varias regides do Brasil, como nos estudos de Souza e Linhares
(1997) que identificaram este género em Campinas-SP, Curitiba-PR, Manaus-AM e
Capédo do Ledo-RS, Mayer e Vasconcelos (2013) na Serra Talhada-PE, j& Mise et al.



(2007) em Curitiba-PR. Esta especie, também ja foi encontrada na Argentina, Chile e
Guiana Francesa (Mazur 2011, Aballay et al. 2012, Degallier et al. 2012).

Dermestidae

Os representantes desta familia sdo considerados pequenos variando de 2,0 a 10,0
mm de comprimento e ovais, possuem antenas curtas e clavadas, o élitro cobre totalmente
0 abddmen, seu corpo € piloso, possuindo coloracdo discreta, seus imaturos sdo de
coloracgdo parda, corpo coberto de longas cerdas, seu estadio larval pode variar muito de
acordo com sua alimentacdo e temperatura (Oliveira-Costa 2013). Besouros da familia
Dermestidae séo encontrados comumente em carcagas de animais, principalmente nos
estagios de decomposicao avancado. A maioria das espécies se alimentam de matérias de
origem animal e sdo conhecidos como besouro de couro, por se alimentarem de pele seca,
pelos, penas, 1, couro e até mesmo tecidos moles de animais, e ainda algumas espécies
dos géneros Anthrenus e Attagenus, tem a capacidade de se alimentarem de produtos de
origem vegetal (Dell” Orto 1985, Bousquet 1990).

Dermestes maculatus De Geer, 1774

Dermestes maculatus é a espécie mais comum em carcagas (Souza e Linhares
1997), podendo ser uma importante evidencia entomoldgica para as ciéncias forenses,
pois esta presente nos estagios mais finais de decomposicdo, onde ndo ha mais evidencias
de moscas e seus imaturos. Esta espécie pode decompor um homem a restos em um
intervalo de 5 meses, quando exposto em um local fechado, este processo de
decomposicdo, sem a presenca dos dermestideos demoraria muito mais (Schroeder et al.
2002).

Hidrocarbonetos Cuticulares (HCs)

O corpo dos insetos é constituido por diferentes camadas, sendo a mais superficial
denominada epicuticula, aqual é composta por hidrocarbonetos, alcoois, ésteres
alquilicos, glicerideos, esterois e aldeidos (Page et al. 1990). Dentre os Hidrocarbonetos
Cuticulares (HCs), eles geralmente sdo saturados, insaturados ou ramificados (Howard et
al. 1978). Estes HCs tém como funcdo protecdo contra dessecacdo e microrganismos
(Singer 1998), além de atuar na comunicacgéo quimica (Blomquist e Bagnéres 2010).



A classe de compostos denominados alcanos lineares tem como principal funcao,
a prevencdo contra perda de agua. Ja os alcanos ramificados e alcenos tém como principal
fungdo a comunicacdo quimica (Gibbs 2002). Estes HCs pode variar de acordo com
fatores genéticos, ambientais (Gibbs et al. 1997).

Estudos com a utilizagdo de HCs vém sendo realizados, seja para observar a
influéncia da dieta no perfil quimico de insetos sociais (Richard et al. 2004), determinar a
idade dos diferentes estdgios de desenvolvimento (Paula et al. 2017), diferencar entre
populacdes (Byrne et al. 1995; Paula et al. 2017), dimorfismo sexual (Booksmythe et al.
2017) entre outros.

No entanto ndo ha estudos que avaliem a variagdo da cuticula de coledpteros de
acordo com diferentes ambientes, além de estudos que buscam entender se a exposicdo a
toxinas influenciara o perfil quimico cuticular. O uso dos compostos cuticulares de
insetos de importancia forense vem se mostrando promissor (Ye et al. 2007, Fockink et
al. 2015, Paula et al. 2017, Booksmythe et al. 2017) sendo entdo vantajosas novas
alternativas para auxiliar a pericia forense, informac6es estas que podem ser cruciais para
dar suporte a laudos de médicos legistas e patologistas forenses, visto que dados
entomoldgicos sdo muitas vezes a unica alternativa confiavel, principalmente em corpos

em estagio de decomposicao mais tardio.

OBJETIVO GERAL
Avaliar se 0 uso de HCs de coledpteros que ocorrem comumente em carcacgas

pode auxiliar a resolver casos investigados por entomologistas forenses.

HIPOTESES

Hipdtese capitulo I: a analise do perfil quimico cuticular de machos e fémeas da
espécie de E. azureus possibilitara a diferenciacdo das amostras da cuticula destes insetos
provenientes de diferentes tipos de ambientes, possibilitando o uso destes compostos
como ferramenta complementar para avaliar se cadaveres podem ter sofrido
deslocamento do local onde ocorreu a morte.

Hipdtese capitulo Il: o perfil quimico cuticular das espécies E. azureus e D.
maculatus sofrera alteracdo pela ingestdo de recurso contaminado com compostos

toxicos. Esperamos que, no caso de contaminacao, a deteccdo, por meio da alteracdo do



perfil quimico do inseto, auxilie nas investigacdes forenses para a descoberta da possivel

causa da morte.
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CAPITULO |

PERFIL QUIMICO CUTICULAR DE Euspilotus azureus (COLEOPTERA:
HISTERIDAE): PERSPECTIVA PARA USO EM INVESTIGACOES FORENSES

RESUMO

Os coleodpteros sdo a segunda ordem de insetos mais frequentes e abundantes encontrados
em carcagas em decomposi¢do. Uma alternativa para a aplicacdo dos insetos no campo
das ciéncias forenses é sua utilizacao para auxiliar a determinacdo do local de morte, ou
seja, “onde a morte ocorreu” em casos de ocultacdo e\ou movimentacdo de cadaver.
Ainda que se saiba a importancia dos besouros para gerar informacGes para pericia
forense, esta area ainda é pouco explorada, sobretudo, com relagdo a fauna de coledpteros
do Brasil. Sendo assim, testamos a hipétese de que por meio da analise do perfil quimico
cuticular de machos e fémeas da espécie de Euspilotus azureus sera possivel distinguir
amostras da cuticula destes insetos provenientes de diferentes tipos de ambientes,
possibilitando o uso destes compostos como ferramenta complementar para avaliar se
cadaveres podem ter sofrido deslocamento do local onde ocorreu a morte. Coletamos
fémeas e machos de besouros da espécie E. azureus no municipio de Dourados-MS,
utilizando 1kg de carne de porco em trés tipos de ambientes: mata, urbano e pastagem,
levados para o laboratério para confirmacdo da espécie, sexagem e posterior extragao. As
analises foram realizadas por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM). Os resultados mostram que amostras da cuticula do besouro E. azureus
sdo ferramentas Gteis para auxiliar na investigagdo do local onde o crime pode ter
acontecido, ou mesmo casos de translocacdo de cadaveres na tentativa de ocultamento,
uma vez que a composicdo varia significativamente em funcdo, sobretudo de condigdes
locais especificos. Os compostos provenientes do dimorfismo sexual da cuticula desta
espécie comprovam que machos podem ser mais confiaveis para este tipo de investigacao

e deve ser levado em conta no momento da coleta de evidéncias no cadaver.

Palavras-Chave: hidrocarbonetos cuticulares, entomologia forense, insetos predadores,

deslocamento de cadaver.
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Euspilotus Azureus CUTICULAR CHEMICAL PROFILE (COLEOPTERA:
HISTERIDAE): PERSPECTIVES TOWARDS ITS USE IN FORENSIC
EXAMINATION

ABSTRACT

Coleoptera are the second most frequent and abundant insects found in decaying
carcasses. An alternative for the application of insects in the field of forensic sciences is
its use to assist in the determination of the place of death, that is, "where death occurred"
in cases of concealment and / or corpse movement. Although it is known the importance
of beetles to generate information for forensic expertise, this area is still little explored,
especially in relation to the coleopteran fauna of Brazil. Therefore, we tested the
hypothesis that by analyzing the cuticular chemical profile of males and females of the
species of Euspilotus azureus it will be possible to distinguish cuticle samples of these
insects from different types of environments, making possible the use of these
compounds as a complementary tool to evaluate if corpses may have been displaced from
the place where death occurred. We collected females and males of beetles of the species
E. azureus in the municipality of Dourados-MS, using 1kg of pork in three types of
environments: forest, urban and pasture, taken to the laboratory for confirmation of the
species, sexing and later extraction. The analyzes were performed by Gas
Chromatography Coupled to Mass Spectrometry (GC-MS). The results show that cuticle
samples from the E. azureus beetle are useful tools to assist in investigating where the
crime may have occurred, or even cases of cadaveric translocation in the attempt to
conceal, since the composition varies significantly in function, especially of specific local
conditions. The compounds derived from the sexual dimorphism of the cuticle of this
species prove that males may be more reliable for this type of investigation and should be

taken into account when collecting evidence on the corpse.

Keywords: cuticular hydrocarbons, forensic entomology, predatory insects, corpse
displacement.
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INTRODUCAO

A aplicacdo dos estudos com a entomofauna em investigagcbes criminais e
processos civis é conhecida como Entomologia Forense (Catts e Goff 1992). Sua
importancia relaciona-se ao fato de que os insetos geralmente sdo 0s primeiros a
encontrar um corpo em decomposicao, sendo atraidos pelos odores e gases liberados ap6s
a morte. Este recurso efémero constitui uma rica fonte proteica, de modo que 0s insetos a
utilizam para alimentagdo, maturacdo de seus ovarios, reproducdo e desenvolvimento de
sua prole (Santos 2014).

Os insetos de maior importancia para fornecer evidéncias para pericia forense sao
os dipteros, pois sdo 0s primeiros organismos que localizam o corpo e realizam a
ovipostura; os imaturos encontrados no cadaver sdo utilizados para estimar o tempo
decorrido entre a morte e 0 achado de corpo, ou seja, a estimativa do Intervalo P6s-Morte
(IPM) (Oliveira-Costa 2003).

Os coleopteros sdo a segunda ordem de insetos mais frequentes e abundantes em
carcacas em decomposi¢do (Oliveira-Costa 2013). Esta ordem é representada por muitas
espécies necrofagas, que sdo importantes para avaliar o IPM, principalmente nos estagios
mais avancados do processo de decomposi¢do, quando as larvas de moscas ja deixaram a
carcaga para pupar (Oliveira-Costa 2003), alimentando-se de tecidos mais secos,
caracteristica facilitada por sua mandibula grande e esclerotizada (Oliveira-Costa 2003).
No entanto, a coleopterofauna ndo inclui somente insetos necréfagos, ha também espécies
predadoras/parasitoides e onivoras (Oliveira-Costa 2003) que chegam até a carcaca
quando ja existe uma quantidade significativa de larvas e moscas adultas que servem
como suprimento alimentar (Celli et al. 2015), o que de certa maneira também pode
interferir na determinacéo do IPM.

Entre os coledpteros de maior importancia forense a familia Histeridae se destaca
como a de maior ocorréncia no Brasil (Monteiro-Filho e Penereiro 1987, Carvalho et al.
2000, Carvalho e Linhares 2001, Mise et al. 2007, 2010). Os histerideos sdo considerados
predadores de larvas de moscas Cyclorrhapha, encontrados nos estagios iniciais da
decomposic¢éo (Rodriguez e Bass 1983, White 1983, Kovarik e Caterino 2001, Mise et al.
2007). Esta familia é composta por aproximadamente 4.300 espécies descritas (Mazur
2011) encontrados em varios ambientes e substratos, como por exemplo, em carcacas
(Wolff et al. 2001, Cruz e Vasconcelos 2006, Mise et al. 2007, 2010), fezes (Rodrigues e
Marchini 1998, Koller et al. 2002, Lopes et al. 2005), criagdo de aves poedeiras
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(Gianizella e Prado 1998), vegetacdo em decomposicdo, podendo também ocorrer em
associacdo a insetos sociais, como, formigas e cupins (Celli et al. 2015). Dentre esta
familia Euspilotus é um dos géneros mais importantes de Histeridae em estudos forenses
(Carvalho e Linhares 2001, Mise et al. 2007), apresentando uma distribuicdo como o
terceiro género mais coletado em carcacas na América do Sul. A espécie Euspilotus
azureus € a mais amostrada em estudos de levantamento de fauna (Mise et al. 2007,
2010), em carcacas, geralmente associada ao estagio de inchamento e deterioracdo (Souza
et al. 2008). Os espécimes possui corpo oval, convexo e sua coloragdo varia de preto a
azul metalico (Celli et al. 2015) e para a diferenciacdo sexual é observado as cerdas na
porcao ventral dos tarsbmeros, nos machos em forma de espatula e na fémea espiniforme
(Caneparo et al. 2017).

Uma aplicacdo dos insetos no campo das ciéncias forenses é sua utilizacdo para
auxiliar na determinagdo do local de morte, ou seja, “Onde a Morte ocorreu?”, em €asos
de ocultacdo de cadaver eou de sua movimentacdo (Madra et al. 2014). Normalmente o
deslocamento do cadaver do local da morte resulta no transporte da fauna presente nele e
a juncao dos dados entre a composicao da fauna de insetos presente no cadaver e a fauna
de insetos da regido geografica onde o corpo foi encontrado fornecem evidéncias se o
corpo foi movimentado do local onde ocorreu a morte (Byrne et al. 1995). Algumas
espécies de insetos mostram uma grande preferéncia por determinados ambientes,
tornando-se 6timos indicadores do local de morte e deslocamento de cadaveres (Catts e
Goff 1992). Desta forma, informacGes baseadas na distribuicdo geografica e no habitat
natural das espécies coletadas na cena da morte, auxiliam na identificagdo do local onde a
morte ocorreu (Centeno et al. 2002) e/ou a suposicdo da movimentacdo de cadaveres da
cena do crime (Crosby et al. 1986). As preferéncias sazonais e de ambientes sugerem a
utilizacdo de alguns Staphylininae como bons indicadores de local de morte e/ou
deslocamento de cadaveres (Madra et al. 2014).

Nesse sentido, uma ferramenta auxiliar que vem sendo utilizada para avaliar
preferencias sazonais e de ambiente sdo os hidrocarbonetos cuticulares (HCs), parte
constituinte da camada lipidica do inseto que se encontra na camada mais superficial da
cuticula, a epicuticula (Service et al. 1985). Estes compostos quimicos geralmente sao
uma mistura de hidrocarbonetos saturados, insaturados e ramificados (Howard et al.

1978), e exercem um papel importante na protecdo do inseto contra a dessecacéo, defesa
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contra microrganismos (Singer 1998), e na comunicacdo quimica (Blomquist e Bagneres
2010).

Os HCs podem sofrer influéncia de fatores genéticos e ambientais (Gibbs et al.
1997), por isso sdo importantes ao serem utilizados para aplicacbes em casos de duvidas
de onde ocorreu a morte ou ocultamento do cadaver. Nesse sentido, alguns estudos vém
avaliando a composicao quimica cuticular de espécies de importancia forense, seja para
auxiliar na diferenciacdo de espécies de importancia forense (Moore et al. 2014),
determinacdo da idade de imaturos (Zhu et al. 2006, Moore et al. 2014) e ainda para
diferenciacdo de populacdes, como na espécie de mosca varejeira Chrysomya
megacephala (Paula et al. 2017).

No entanto, ha raros estudos que tem explorado a composic¢éo de HCs de besouros
de interesse forense (Booksmythe et al. 2017), sobretudo, com relacdo a fauna do pais.
Neste sentido, geralmente em casos de deslocamento do cadaver do local da morte havera
também o deslocamento conjunto de sua fauna e, sabendo que estes insetos apresentam
HCs especificos da populacdo ou mesmo do local de onde foi transportado, o objetivo
deste estudo foi testar a hipotese de que por meio da analise do perfil quimico cuticular
de machos e fémeas da espécie de E. azureus seria possivel distinguir amostras da
cuticula destes insetos provenientes de diferentes tipos de ambientes, possibilitando o uso
destes compostos como ferramenta complementar para avaliar se cadaveres podem ter

sofrido deslocamento do local onde ocorreu a morte.

MATERIAL E METODOS
Local de coleta

Coletamos os adultos de E. azureus em trés ambientes diferentes na cidade de
Dourados-MS, Brasil. O ambiente de pastagem estava localizada na latitude 22° 19’ Sul,
longitude 54° 93’ Oeste, este ambiente era pastagem antes das modificaces ocorridas
para a construcdo das universidades a seu redor, mas ainda ha uma grande area de
pastagem que circunda este ambiente. O segundo ponto de coleta foi 0 ambiente de mata,
latitude 22° 21’ Sul, longitude 54° 92” Oeste, floresta pertencente a area de preservagéo
da Reserva dos Coqueiros, ela é composta por uma area predominantemente preservada,
apresentando mancha com cerca de 54 hectares de resquicios da transicdo de Cerrado e
Mata Atlantica. O terceiro ponto de coleta foi o ambiente urbano, latitude 22° 23’ Sul,
longitude 54° 83’ Oeste, no interior da cidade de Dourados-MS com uma distancia de
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9,01km do ambiente de mata e 10,4km do ambiente de pastagem. Para a coleta dos
espécimes utilizamos pedacos de carne de porco com cerca de 1 kg exposto em uma
bandeja de 17x27 cm para cada ambiente, exposto por aproximadamente 3 dias.

Apols a coleta, os adultos foram levados para o Laboratério de Ecologia
Comportamental (LABECO) situado no campus da Universidade Estadual de Mato
Grosso do Sul (UEMS) para a confirmacédo da espécie de acordo com Celli et al. (2015),

sexagem e posterior extracdo dos compostos quimicos cuticulares.

Analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Realizamos as extracBes dos compostos quimicos da cuticula de adultos de E.
azureus (Coleoptera: Histeridae) logo apds a coleta. Para avaliar o dimorfismo quimico
cuticular entre machos e fémeas da espécie foram utilizados 20 individuos, sendo 10
machos e 10 fémeas para cada ambiente (mata, urbano e de pastagem), totalizando 60
individuos.

Cada individuo foi imerso em um recipiente de vidro com 2mL de hexano durante
3 minutos. Apds a retirada do adulto as amostras foram secas em capela de exaustao e
congeladas. Para as analises no Cromatografo, cada extrato foi solubilizado em 200 pL de
hexano (Tedia, grau HPLC).

As amostras foram analisadas empregando um Cromatdgrafo a Gas acoplado
Espectrometro de Massas (GC-MS Ultra 2010), usando uma coluna capilar de silica
fundida DB-5 (30 m de comprimento x 0,25 mm de diametro x 0,25 um de espessura).

As condicbes de analise foram: volume de injecdo de 1 uL, injecdo splitless;
rampa de aquecimento com temperatura inicial de 150 °C alcangando 300 °C a 3 °C min™
e permanecendo na temperatura final por 10 minutos; temperatura do injetor de 220 °C.
As temperaturas do detector e da linha de transferéncia foram 250 °C e 200 °C,
respectivamente.

Os parametros de varredura do espectrdmetro de massas incluiram voltagem de
ionizacdo de impacto de elétron de 70 e V, faixa de massa de m/z 45 a 600 e intervalo de
varredura de 0.3s.

Realizamos as identificacbes dos compostos empregando o indice de retencéo
calculado, usando uma mistura de alcanos lineares (C7-C40, Sigma Aldrich com pureza >
90%) como referéncia externa em relacdo ao indice de retencdo da literatura (Brown et al.
1991, Zhu et al. 2006, 2013, Moore et al. 2014, Weiss et al. 2014, Bonelli et al. 2015,
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Zhu et al. 2017) e associado a interpretacdo dos espectros de massas obtidos com as

amostras e comparados com as bases de dados (NIST21 e WILEY229).

Anélises Estatisticas

Para avaliar o dimorfismo quimico cuticular entre machos e fémeas de E. azurius
dos trés ambientes aplicamos uma anélise de funcéo discriminante (DFA — Discriminant
Function Analysis) com as areas relativas de todos os compostos detectados pela analise
cromatografica. Esta analise estatistica € indicada por revelar um conjunto de variaveis
que melhor diferenciam os grupos avaliados (Quinn e Keough 2002).

A existéncia de diferenca significativa entre 0os ambientes foi considerada quando
o0 valor de p foi menor que 0,05. E o valor de Wilks” Lambda foi utilizado como medida
da diferenca entre os grupos, sendo que valores proximos a zero indicam nao
sobreposicdo dos ambientes, enquanto valores proximos a 1 indicam elevada
sobreposicdo e consequente inexisténcia de diferenca significativa entre eles (Manly
2008).

Para avaliar o quanto as amostras dos ambientes sdo diferentes foi aplicado a
distancia de Mahalanobis ao quadrado para percepcdo da distancia entre cada um dos

grupos analisados.

RESULTADOS

Considerando o perfil cuticular de machos e fémeas de E. azureus (Coleoptera:
Histeridae) foram detectados 13 picos, destes, 11 foram identificados, cujos compostos
variaram de 19 a 32 aomos de carbono (Tabela 1). Foi possivel detectar diferencas
qualitativas e quantitativas entre besouros provenientes de diferentes ambientes e sexo. O
composto majoritario, independente do sexo e tipo de ambiente foi o 9-pentacoseno
representando entre 47% a 72% de area relativa total. E somente trés compostos
ocorreram em todas as amostras, sendo dois alcenos (9-pentacoseno e 9-heptacoseno) e
um alcano ramificado (13-metilpentacosano) (Tabela 1).

As fémeas de E. azureus do ambiente urbano apresentam 3 compostos, sendo 2
alcenos e 1 metil ramificado. J& os machos apresentam 9 compostos, sendo 5 alcenos, 3
alcanos ramificados e 1 alcano linear. A cuticula das fémeas do ambiente de pastagem

tem 3 compostos, sendo 1 alcano ramificado e 2 alcenos. J& machos apresentaram 6
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compostos, 3 alcanos ramificados e 3 alcenos. As fémeas e machos do ambiente de mata

apresentam os mesmos 6 compostos, sendo 3 alcenos e 3 alcanos ramificados.

Independentemente do tipo de ambiente os alcenos foram os mais representativos

em teores, seguido dos alcanos ramificados e alcanos lineares (Fig. 1).

Tabela 1. Proporcdes relativas (%) dos hidrocarbonetos cuticulares presentes em
amostras de machos e fémeas de Euspilotus azureus de diferentes ambientes.

Ambiente Urbano Ambiente de Pastagem Ambiente de Mata

Compostos IR Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho
3-Metiloctadecano- 1872 ND 5,5+7,2 ND 6,5+11,2 ND ND
1-Nonacedeno® 1885 ND 0+0,1 ND ND ND ND
Nonadecanoe 1900 ND 0,6+1,3 ND ND ND ND
2-Metilnonadecanos 1963 ND 1,9+2,8 ND 2,746 ND ND
9- Tricoseno* 2270 ND 0,4+0,6 ND 1,0+1,3 ND ND
9-Pentacoseno™# 2473 72,3%6,1 57,2+18 47,1+33  61,1+21,1 71,7#12,8 50,1+8,1
13-Metilpentacosano# 2535 0,6+0,9 1,6+1,3 41,2+36,5 2,8+3,1 8,4+28  5,6+1,2
9-Heptacoseno# 2678 27,1+6,1 26,7+11,3 11,745,2 19,0+17,6 10,1+2,7 11,0+1,7
6-Metiloctacosano® 2845 ND ND ND ND 25+45 6,132
9-Nonacoseno 2878 ND 3,0£2,9 ND ND 1,3+1,7 42122
13,17-diMetiltriacontano® 3056 ND ND ND ND 6,0+9,5 22,9456

ND= ndo detectado, IR= indice de retencdo,*Composto majoritario, #Compostos que
aparecerem em todas as amostras, * Compostos exclusivos de machos do ambiente
urbano e de pastagem, © Compostos exclusivos de ambiente de mata.

A analise discriminante mostra que, existem diferencas significativas entre as
amostras de cuticula de fémeas e machos oriundos de 3 diferentes ambientes (Wilks'
lambda= 0,018, F=4,788 e p <0,001) (Fig. 2 A e B). Houve diferenca significativa
também entre a cuticula das fémeas provenientes de diferentes ambientes (Wilks'
lambda= 0,125 F=8,412 p<0,001) (Fig. 2 B) e entre a cuticula de machos dos ambientes
distintos (Wilks' lambda=0,010 F=10,497 p<0,001) (Fig. 2 A).
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Fig. 1. Proporcao relativa (%) de compostos presentes na cuticula de machos (M) e
fémeas (F) da espécie de besouro Euspilotus azureus dos ambientes de mata, urbano e
pastagem.

A distancia de Mahalanobis ao quadrado entre as amostras de machos e fémeas
(Tabela 2) provenientes de diferentes ambientes mostrou que o perfil quimico dos
individuos da mata é mais distante dos demais e que ha uma maior similaridade entre o
perfil quimico dos individuos do ambiente urbano e pastagem, entretanto ainda assim

pastagem é o que mais se aproxima do ambiente de mata (Tabela 2).

Tabela 2. Distancias de Mahalanobis ao quadrado obtidas pela comparacdo dos
diferentes ambientes de machos (M) e fémeas (F) de Euspilotus azureus.

Ambientes
Urbano Pastagem Mata
Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea
Urbano 0,00 0,00 21,58 10,54 134,32 17,00
Pastagem 21,58 10,54 0,00 0,00 79,32 5,96
Mata 134,32 17,00 79,32 5,96 0,00 0,00
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Fig. 2: Diagrama de dispersdo mostrando a diferenciacdo do perfil cuticular por CG-EM
de A- machos (M) e B- fémeas (F) da espécie de besouro Euspilotus azureus nos
ambientes de mata, pastagem e urbano.

DISCUSSAO

Foram detectadas diferencas qualitativas e quantitativas nas amostras de fémeas e
machos de E. azureus entre os diferentes tipos ambientes sendo que dos 11 compostos, o
maior numero foi identificado nas amostras de machos do ambiente urbano e o menor
namero, 3 em fémeas do ambiente urbano e de pastagem. Na cuticula do besouro
Megabruchidius dorsalis e M. tonkineus, os autores identificaram 20 compostos em
machos e fémeas variando entre 27 a 32 atomos de carbono (Booksmythe et al. 2017).
Em Nicrophorus vespilloides (Coleoptera: Silphidae) observaram uma mistura de
compostos por n-alcanos, alcenos e metil ramificados, nos quais identificaram 88
compostos que variam de 18 a 33 atomos de carbono (Steiger et al. 2008). Esta variacao
do nimero de compostos entre espécies de insetos fortalece o fato de que estes podem ser
usados como ferramenta taxondémica complementar (Roux et al. 2006, Ye et al. 2007,
Guillem et al. 2012, Moore et al. 2014).

Assim como em nosso estudo, Martin et al. 2008, detectaram relativamente
poucos compostos na cuticula da formiga da espécie Formica exsecta, sugerindo que a
discriminacdo entre coespecificos evoluiu para confiar em respostas altamente sensiveis

de poucos compostos. Por outro lado, o nimero de compostos também esta ligado a
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ecologia do inseto, pois dele depende o quanto o animal é exposto a variagcdo ambiental e
0 quanto depende deles durante as interacfes intraespecificas.

O composto majoritéario, independente do sexo e ambiente foi o0 9-pentacoseno.
Somente trés compostos ocorrem em todas as amostras, dentre elas, dois alcenos (9-
pentacoseno e 9-heptacoseno) e um alcano ramificado (13-metilpentacosano). Os alcenos
(C23:1, C25:1, C27:1 e C29:1) com dupla ligacdo no carbono nove presentes na cuticula
de formigas da espécie Formica exsecta sdo responsaveis pelo reconhecimento entre
companheiros de ninho (Martin et al. 2008). Logo, a presenca majoritaria do 9-
pentacoseno neste estudo, indica que este composto deve ser muito importante para
intermediar a comunicagdo quimica destes insetos, provavelmente no momento da
reproducéo.

Nas amostras da cuticula desta espécie encontramos apenas um alcano linear e
este ocorreu somente em machos do ambiente urbano. E fato que os alcanos lineares s&o
utilizados para evitar a dessecacdo (Lockey 1988), no entanto, uma caracteristica dos
coledpteros que lhes conferiu o grande sucesso evolutivo que possivelmente pode
explicar o fato de poucos alcanos lineares € a presenca de uma cuticula muito
esclerotizada que tem como funcdo proteger o inseto, seja contra perda de agua ou evitar
predacdo, funcionando como um escudo protetor (Borror e Delong 1988). Esta
caracteristica provavelmente esta ligada ao fato desta espécie ndo investir em compostos
especificos para evitar a perda de agua. Outro ponto que possivelmente pode explicar o
fato da mesma apresentar poucos compostos de cadeias mais leves pode estar ligada ao
comportamento adotado por esta espécie durante todo seu ciclo de vida, pois permanecem
protegidas abaixo do solo ou sob pedras, abrigadas em lugares onde ndo ha exposicdo a
temperaturas elevadas, predando larvas, sobretudo de dipteros (Caneparo et al. 2017). Por
outro lado, é necessario levar em conta o fato de que os HCs podem também apresentar
varias funcbes, pois uma categoria de compostos pode apresentar fungdes tanto de
sinalizacdo, quanto barreira contra dessecagédo (Chung e Carroll 2015).

O composto mais numeroso foi o 9-pentacoseno e o mais abundante foi 1-
nonacedeno, independente do sexo. Observamos variagdo do numero de compostos entre
machos e fémeas do ambiente urbano e de pastagem, ocorrendo maior nimero de
compostos nas amostras de machos. Machos e fémeas do ambiente de mata apresentaram

0 mesmo numero de compostos, porém, ocorreram diferengas em seus teores.
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Em estudos com os besouros Megabruchidius dorsalis e M. tonkineus, foram
identificadas somente diferencas quantitativas entre individuos de sexo diferentes
(Booksmythe et al. 2017). Quando amostras de cuticula de Drosophila mojavensis foram
observadas, somente encontrou-se diferencas quantitativas entre amostras de machos e
fémeas, sendo que essas diferencas foram observadas mais especificamente em alcenos e
alcadienos, além disso, os autores afirmam que este dimorfismo sexual baseado nos HCs
é especifico de cada regido (Etges e Ahrens 2001).

Em estudos com Calliphora vomitaria (Diptera), os machos e fémeas
diferiram em seus hidrocarbonetos cuticulares, sendo que apenas em fémeas foi detectado
0 composto alceno e os machos apresentaram uma menor quantidade de compostos
(Trabalon et al. 1992). Em andlise do perfil quimico cuticular de machos e fémeas de
Hydrotae aenescens (Diptera: Muscidae), foi observado que o dimorfismo se torna mais
pronunciado de acordo com a idade, sendo a que a partir de 4 a 8 dias observou-se uma
maior abundancia de alcenos nos machos (Carlson et al. 2001).

O fato de encontrarmos diferencas qualitativas entre as amostras dos dois sexos e
entre os diferentes tipos de ambientes mostra que ainda serdo necessarios mais estudos
sobre estes compostos, sobretudo para espécies de interesse forense.

No entanto, o fato da cuticula dos machos terem mais compostos, pode estar
relacionado aos seus diferentes papeis na carcaca e durante a reproducdo, pois eles
chegam primeiro na carcaca atraidos pelos odores liberados durante a decomposicéo.
Depois de um tempo predando, eles liberam feromonios volateis para atracdo da fémea
até o recurso, onde irdo copular, e realizar a ovipostura (Von Hoermann et al. 2011,
Fockink et al. 2015).

As amostras de machos representaram melhor a variacdo que ha entre elas em
funcdo de cada um dos 3 ambientes (Fig. 2 A). Assim, esta informacdo é util caso a
pericia tenha em maos este tipo de evidéncia para se analisar e caso queiram determinar o
local do crime eou ocultagdo do cadaver.

De modo geral as amostras provenientes de 3 diferentes tipos de ambientes
apresentam diferencas significativas em seu perfil quimico cuticular (Fig. 2 A e B). De
fato, outros estudos relacionaram as diferengas encontradas entre amostras de insetos de
diferentes populagdes como provenientes de fatores ambientais (Kruger et al. 1991,
Dahbi et al. 1996, Dapporto et al. 2004, Paula et al. 2017). E provavel que as amostras
aqui sejam de individuos provenientes de uma mesma populacdo dado as distancias
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geograficas entre elas. De fato, a composicdo cuticular reflete a semelhanca com o
ambiente (Dapporto et al. 2004). Portanto os fatores ambientais sdo importantes para
compor o perfil quimico dos insetos (Kruger et al. 1991), uma vez que estas diferencas
podem ocorrer devido as diferentes pressdes ambientais (Service et al. 1985).

As amostras de individuos coletados em ambientes mais proximos apresentaram o
perfil quimico cuticular relativamente mais semelhantes comparado com o perfil da
cuticula dos individuos coletados entre ambientes relativamente mais distantes. De fato, a
distancia de Mahalanobis ao quadrado indica que o ambiente de mata se encontra mais
distante dos demais com um perfil bem caracteristico, pastagem ficou entre os dois
ambientes mostrando que o perfil quimico é intermediario. Ja as amostras do ambiente
urbano ficaram mais préximas do ambiente de pastagem (Tabela 2). Em estudos com
vespas Polistes dominula, foi encontrada maior similaridade de compostos nas
localidades mais proximas comparado com as localidades mais distantes (Dapporto et al.
2004). Esta similaridade pode ser explicada por maior nivel de parentesco entre 0s
individuos de ambientes mais préximos, devido a capacidade de dispersdo da espécie
(Service et al. 1985). Por outro lado, também podem ser consequéncia, a0 menos em
parte de similaridade dos recursos explorados em cada um dos ambientes (Menzel et al.
2017).

Os resultados mostram que as andlises quimicas da cuticula do besouro E. azureus
sdo ferramentas complementares Uteis para ajudar a investigar o local onde o crime pode
ter acontecido, ou mesmo casos de translocacdo de cadaveres na tentativa de
ocultamento, uma vez que a composi¢do varia significativamente em fungéo sobretudo,
de condic@es locais especificas. O dimorfismo sexual dos HCs desta espécie comprova
gue amostras de machos podem ser as mais confiaveis para este tipo de investigacdo e

deve ser levado em conta no momento da coleta de evidéncias no cadaver.
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CAPITULO 1

EFEITO DA INGESTAO DO INSETICIDA TIAMETOXAM NO PERFIL
QUIMICO CUTICULAR DE BESOUROS DE INTERESSE FORENSE

RESUMO

Durante todo o processo de decomposicdo a coleopterofauna pode ser utilizada para
responder diversas questdes no ambito das ciéncias forenses e da entomotoxicologia. O
aumento de mortes ligadas a utilizacdo de compostos toxicos, acidentalmente ou
propositalmente, justifica o interesse por anélises toxicologicas. No entanto, sdo raros o0s
estudos que ja investigaram este tema. Portanto, testamos a hipdtese de que o perfil
quimico cuticular das espécies Euspilotus azureus e Dermestes maculatus sofre alteracao
pela ingestdo de recurso contaminado com compostos toxicos. Esperamos que, no caso de
contaminacgdo, a deteccdo, por meio da alteracdo do perfil quimico do inseto, auxilie nas
investigacbes forenses para a descoberta da possivel causa da morte. Foram feitos
experimentos na qual oferecemos 1kg carne de porco contaminada e ndo contaminada
para adultos dos besouros de duas espécies. Os resultados obtidos mostram que os HCs
podem ser afetados pela contaminagdo com inseticida tiametoxam, havendo uma
alteracdo qualitativa e quantitativa da composicdo quimica cuticular das amostras de
besouros. Isto aponta para o uso de uma nova ferramenta para avaliar se a causa da morte
pode ter sido por envenenamento ou, ainda, se o cadaver estiver em area de cultura, se
houve possivel contaminacdo do cadaver, o que pode entdo afetar o ciclo de
desenvolvimento de insetos e com isto dificultar a determinacdo do Intervalo P6s Morte

usando este tipo de amostras.

Palavras-Chave: Predadores, necr6fagos, hidrocarbonetos cuticulares.
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EFFECT OF INTEGRATING TIAMETOXAM IN THE CUTICULAR
CHEMICAL PROFILE OF BEETLES OF INTEREST

ABSTRACT

Throughout the decomposition process the coleopterofauna can be used to answer several
questions in the forensic sciences and entomotoxicology. The increase in deaths
associated with the use of toxic compounds, accidentally or intentionally, justifies the
interest for toxicological analysis. However, there are few studies that have investigated
this topic. Therefore, we tested the hypothesis that the chemical profile of the species
Euspilotus azureus and Dermestes maculatus is altered by the ingestion of a resource
contaminated with toxic compounds. We hope that, in the case of contamination, the
detection, through the alteration of the chemical profile of the insect, will aid in forensic
investigations for the discovery of the possible cause of death. Experiments were
conducted in which we offered 1kg contaminated and uncontaminated pork to adult
beetles of two species. The results show that the HCs can be affected by the
contamination with insecticide thiamethoxam, with a qualitative and quantitative
alteration of the chemical composition of the beetle samples. This points to the use of a
new tool to assess whether the cause of death may have been poisoning or even if the
corpse is in the culture area if there was possible contamination of the corpse, which may
then affect the development cycle of insects and with this make it difficult to determine
the Postmortem Interval using this type of samples.

Keywords: Predators, scavengers, cuticular hydrocarbons.
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INTRODUCAO

Os insetos possuem uma rica diversidade de espécies ocupando uma grande
variedade de habitats e nichos (Borror e Delong 1988). A fauna associada a cadaveres
tem sido estudada como uma das principais alternativas para auxiliar a responder diversas
questdes no ambito criminal (Oliveira-Costa 2013). A ciéncia que aplica evidéncias
entomoldgicas para auxiliar a resolugdo de investigages criminais denomina-se
“entomologia forense” (Pujol-Luz et al. 2008). Uma das principais questfes a serem
resolvidas dentro das investigacdes forenses é a estimativa do Intervalo P6s-Morte (IPM),
que pode ser realizada por meio da utilizacdo dos imaturos que se alimentam deste
recurso como fonte proteica ou pela sucessdo ecoldgica dos insetos associados a carcagas
(Catts e Haskel 1991).

O processo de decomposicdo de um cadaver apresenta varios estagios, como a
fase ainda fresca, o inchaco, a decomposicdo ativa, avancada, a fase seca e 0s restos
(Payne 1965). De acordo com o estagio de decomposicdo do cadaver diferentes espécies
de insetos sdo atraidas, para utilizar o cadaver como sitio de reproducdo e fonte de
alimentacdo e, além disto, colonizam em uma sequéncia com base na sua preferéncia
alimentar (Catts e Goff 1992, Benecke et al. 2004).

Coleoptera ¢é a segunda ordem de maior diversidade de Insecta (Borror e Delong
1988) e representa alto interesse forense ja que é o segundo grupo que mais ocorre em
carcacas, tornando-se entdo uma das principais evidéncias para a determinacdo do IPM,
sobretudo, em casos com o estagio de decomposi¢cdo mais avancado do cadaver
(Kulshrestha e Satpathy 2001). Com o avango do estagio de decomposicdo da carcaca,
ocorre um aumento da abundancia e diversidade dos coledpteros (Goff 1991).

De acordo com sua preferéncia alimentar os coledpteros sdo categorizados como:
necrofagos, onivoros e predadores/parasitoides (Oliveira-Costa 2013). Dentre 0s
necrofagos a familia Dermestidae, se alimenta principalmente de pele seca e outros
tecidos moles de animais, além disso, algumas espécies sdo pragas de graos, sementes,
cortica e cereais (Mise et al. 2010). Dentro desta familia a espécie Dermestes maculatus
(Degeer 1774), ¢ a mais comum encontrada em carcagas e por isso, de grande
importancia forense (Kulshrestha e Satpathy 2001). Esta espécie possui corpo alongado,
convexo com o comprimento que varia de 0,75 a 1,0 cm, com coloracdo parda e

pilosidade amarelada em todo o corpo (Almeida e Mise 2009). Seu estagio de
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desenvolvimento pode variar de acordo com as condi¢cbes ambientais em que sdo
expostos, sendo encontrados de seis (Rilley 1870) até onze instares (Gay 1938).

Outra familia de besouros relevantes para a entomologia forense é a Histeridae,
que possui cerca de 4.300 espécies descritas (Mazur 2011). E conhecida como predadora
generalista e encontrada principalmente nos estagios iniciais da decomposicéo
cadavérica, pois sua presenca estd associada a fase imatura de dipteros (Bajerlein et al.
2011). Entretanto, também ocorre nos estagios de decomposicdo ativa, avancada e
esqueletizacdo (Kovarik e Caterino 2001, Gennard, 2007, Mise et al. 2007), pois nestes
estagios ainda ha a presenca de larvas de pos alimentacdo e pupas. A espécie Euspilotus
azureus da familia Histeridae tem uma ampla distribuicdo geografica, ocorrendo na
Venezuela, Argentina, Chile, Guiana Francesa (Aballay et al. 2012, Degallier et al. 2012)
e também no Brasil, (Mise et al. 2007, 2010).

Neste sentido, a coleopterofauna pode ser utilizada para responder diversas
questdes no ambito das ciéncias forenses durante todo o processo de decomposicédo e a
ciéncia que estuda e aplica-os na analise toxicoldgica denomina-se entomotoxicologia
(Introna et al. 2001). Ha varios métodos de analise tradicionais capazes de qualificar e
quantificar compostos toxicos (Collins et al. 1997), no entanto quando um cadaver
apresenta estagio de decomposicdo avancado a utilizacdo da fauna entomoldgica € um
método mais preciso (Oliveira-Costa 2013). Nestes casos por meio da andlise do inseto é
possivel determinar tanto quantitativamente quanto qualitativamente 0s compostos
toxicos presentes em tecidos, uma vez gque 0s insetos ao se alimentarem do cadaver em
decomposic¢édo, acumulam substancias que estavam presentes nos tecidos (Zanetti et al.
2016). Além disso, este ramo estuda o efeito que estas substincias causam no
desenvolvimento dos insetos para aumentar a precisdo na estimativa do IPM. Com o
aumento de mortes relacionadas a ingestdo de compostos téxicos, acidentalmente ou
propositalmente, justifica o interesse por analises toxicoldgicas alternativas (Introna et al.
2001).

Crimes com tentativa de ocultamento de cadaveres é comum em regides de dificil
acesso, como por exemplo, em plantaces de cana de agUcar, que devido a distancia de
areas urbanizadas e altura das plantas, torna-se dificil o achado de corpo pela pericia,
comprometendo assim estimativas de IPM. Monoculturas recebem aplicacbes de
inseticidas de forma aérea e caso haja um cadaver exposto também sofrerd contaminacgéo
pelo inseticida utilizado na plantagéo.
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Um dos grupos de inseticidas mais utilizados atualmente sao os “neonicotindides”
(Tomizawa e Casida 2003). No qual podemos citar o tiametoxam que tem sido
frequentemente utilizado em varias culturas, como: cana-de-acucar, frutas citricas, café,
arroz e abacaxi, e sua aplicacdo é feita principalmente por meio aéreo ou terrestre
(Nondillo et al. 2007). N&o ha estudos gque avaliam os efeitos deste tipo de contaminagéo
sobre a entomofauna e seu perfil quimico.

Os hidrocarbonetos cuticulares (HCs) séo encontrados na camada mais superficial
da cuticula dos insetos, a epicuticula (Service et al. 1985) sdo representados
principalmente por uma mistura de hidrocarbonetos saturados, insaturados e ramificados
(Howard et al. 1978), exercendo assim a funcdo de protecdo contra dessecagédo, defesa
contra microrganismos patogenos (Singer 1998) e comunicacdo quimica (Blomquist e
Bagnéres 2010). Estes compostos vém sendo muito estudados no campo das ciéncias
forenses como uma alternativa para agilizar a obtencdo de resultados e assim auxiliar na
resolucéo de varias questdes judicias (Zhu et al. 2006, Ye et al. 2007, Moore et al. 2014,
Paula et al. 2017).

Alguns estudos ja avaliaram que o alimento ingerido pelo inseto possui influencia
na composicao do perfil quimico cuticular (Liang e Silverman 2000, Buczkowski et al.
2005, Otte et al. 2018). Desta forma testamos a hip6tese de que o perfil quimico cuticular
das espécies E. azureus e D. maculatus sofre alteracdo pela ingestdo de recurso
contaminado com compostos tdxicos e esperamos que, no caso de contaminacdo, a
deteccdo, por meio da alteracdo do perfil quimico do inseto, auxilie nas investigacdes

forenses para a descoberta da possivel causa da morte.

MATERIAL E METODOS

Testes realizados com Euspilotus azureus (Histeridae)

Desenvolvemos o estudo no municipio de Dourados-MS, Brasil (latitude 22° 23
Sul, longitude 54° 83 Oeste), de agosto a setembro de 2017. Os adultos de E. azureus
foram coletados com a utilizacdo de dois pedacos de carne de porco com
aproximadamente 1kg cada, que ficaram exposto em uma bandeja de 17x27 cm, durante
dois dias. Apds a coleta os insetos foram transportados para o Laboratério de Ecologia
Comportamental (LABECO), na Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS)

para confirmacdo da espécie de acordo com Celli et al. (2015) e realizagdo do
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experimento. Os insetos foram mantidos em recipientes plasticos de 1 L no qual na tampa
havia um organza medindo 20x10 cm para permitir o fluxo de ar dentro do recipiente e
mantidos em sala climatizada a 22 ° C.

Uma criacdo estoque de moscas da espécie Chrysomya megacephala foi mantida
para alimentar os besouros, uma vez que E. azureus sdo predadores e se alimentam de
larvas de dipteros (Oliveira-Costa 2013). A criacdo estoque de C. megacephala foi feita a
partir de adultos selvagens, acondicionados em gaiolas de criacdo de 40 cm® e mantidos
em condic¢des controladas na cdmara de incubacdo em Demanda Bioquimica do Oxigénio
(BOD) (Fanem, Modelo 347 CD, SP-Brasil), com temperatura constante de 25° C e
fotoperiodo 12/12. Para obtencdo dos ovos de moscas, as fémeas tiveram seus ovarios
maturados durante 5 dias consecutivos por meio de figado bovino cru, substituido por um
novo a cada dia e 4gua ad libitum. Apos este periodo foi retirado figado, com a maturacéo
dos ovarios, foi oferecida carne moida crua como substrato de oviposi¢do, como proposto
por Paula et al. (2017). Apds a oviposicdo montou-se amostras com a proporcao de 0,005
g de ovos para 200 g de carne. E apds as larvas atingirem o segundo instar, foram
separadas aleatoriamente 14 larvas para a realizac¢éo do experimento. O segundo instar foi
escolhido baseado no estudo de Caneparo et al. (2017) o qual avaliou que E. azureus tem
preferéncia por larvas de segundo estadio de moscas.

Para a realizacdo do experimento utilizamos 14 adultos de E. azureus que foram
individualizados em recipientes e alimentandos com larvas de segundo instar de C.
megacephala, 7 adultos alimentados com larvas de moscas contaminadas com 10uL da
solucéo do inseticida tiametoxam, uma larva para cada adulto de E. azureus e os outros 7
receberam uma larva cada, sem contaminag&o.

O preparo da solucdo foi realizado a partir dos calculos recomendados pela bula
do inseticida para plantacGes de cana-de-agucar, sendo dissolvido 20g em 1L de agua.
Para a contaminacdo das larvas foi utilizada uma seringa 10 pL da solucdo e
posteriormente injetado nas larvas e oferecido para os adultos de E. azureus se
alimentarem. Um dia ap6s consumirem as larvas foram realizadas as extracGes dos
compostos quimicos cuticulares dos espécimes. Em testes realizados anteriormente, 0s
besouros alimentados com larvas contaminadas tiveram uma taxa de mortalidade de

100% em no maximo dois dias de contato com o alimento.

38



Testes realizados com Dermestes maculatus (Dermestidae)

Para a coleta de adultos da espécie D. maculatus foi utilizada 1kg de carne suina,
a mesma utilizada para a coleta dos histerideos, s6 que em estagio de decomposi¢do
avancada, principalmente na fase seca e restos. Para a coleta dos individuos utilizou-se
pincas e recipientes plasticos de 200 mL e, em seguida foram levados para o laboratorio
para serem mantidos em Camara de Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD) (Fanem,
Modelo 347 CD, Sao Paulo — SP — Brasil) com temperatura de 25°C e variacdo de +2°C e
ciclo de claro e escuro de 12:12 h.

Por conta do habito necrofago e sua preferéncia por proteina desidratada, foi
deixado um pedaco de carne de porco com 1 kg exposto em uma bandeja de 17x27 cm,
coberto por organza em uma BOD durante 10 dias para que ocorresse a desidratacdo da
carne. Posteriormente este pedaco de carne foi dividido ao meio de modo que metade foi
contaminada com o inseticida tiametoxam e a outra metade ndo foi contaminada. A
solugéo utilizada para a contaminacgdo foi a mesma do experimento anterior e a aplicacéo
foi realizada com auxilio de um pincel nimero 4, para que fosse possivel a aplicacéo total
e uniforme da toxina.

Os pedacos de carne foram distribuidos em dois recipientes de plastico medindo
45x25x15 de modo que na parte central da tampa continha um pedaco de organza
medindo 20x10 cm para permitir o fluxo de ar dentro do pote. Sete individuos adultos de
D. maculatus foram distribuidos em cada pote, sendo um grupo contaminado pelo
inseticida e outro denominado controle, ndo. Um dia ap0s a exposicdo aos alimentos

foram coletados para a realizacéo das extragfes dos compostos quimicos cuticulares.

Analise por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

Para avaliar se a contaminacdo pelo inseticida pode alterar a composicédo quimica
cuticular dos besouros, os extratos da cuticula foram extraidos de todos os individuos
envolvidos nos experimentos. Para cada extracdo foi utilizado 1 individuo inteiro, que foi
entdo colocado em um recipiente de vidro com 2 mL de hexano por 3 minutos para
extracdo de seus HCs. Apds a retirada do individuo as amostras foram secas em capela de
exaustdo e congeladas até as analises por no maximo 15 dias. Para as anélises, cada

extrato foi solubilizado em 200 pL de hexano.
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As amostras foram analisadas empregando um Cromatografo a Gas acoplado a um
Espectrébmetro de Massas (GC-MS Ultra 2010), usando uma coluna capilar de silica
fundida DB-5 (30 m de comprimento x 0,25 mm de diametro x 0,25 um de espessura).

As condicbes de analise foram: volume de injecdo de 1 pL, injecdo splitless;
rampa de aquecimento com temperatura inicial de 150 °C alcangando 300 °C a 3 °C min-
1 e permanecendo na temperatura final por 10 minutos; temperatura do injetor de 220 °C.
As temperaturas do detector e da linha de transferéncia foram 250 °C e 200 °C,
respectivamente. Os parametros de varredura do espectrometro de massas incluiram
voltagem de ionizacdo de impacto de elétron de 70 e V, faixa de massa de m/z 45 a 600 e
intervalo de varredura de 0.3s.

As identificagdes dos compostos foram realizadas empregando o indice de
retencdo calculado, usando uma mistura de alcanos lineares (C7-C40, Sigma Aldrich com
pureza > 95%) como referéncia externa em relacdo ao indice de retencdo da literatura
(Brown et al. 1991, Zhu et al. 2006, 2013, 2017, Moore et al. 2014, Weiss et al. 2014,
Bonelli et al. 2015)e associado a interpretagdo dos espectros de massas obtidos com as

amostras e comparados com as bases de dados (NIST21 e WILEY229).

Andlises Estatisticas

Para avaliar se a composicdo quimica cuticular das amostras contaminadas é
significativamente diferentes daquelas ndo contaminadas foi aplicado um teste T,
utilizando a média da area percentual relativa dos compostos provenientes da cuticula dos
besouros. Consideramos resultado significativo quando o nivel de significancia foi menor

ou igual a 0,05%.

RESULTADOS

Na cuticula de E. azureus foram identificados 17 compostos, sendo que 15 destes
ocorreram nas amostras controle e 7 nos tratamentos (Tabela 1). O comprimento de
cadeia carbbnica variou do Cq5 a0 Cz4 nas amostras controle e do Cos a0 C3» nas amostras
do grupo tratamento. Os compostos encontrados sdo alcenos, alcanos ramificados e
alcanos lineares (Fig. 1). Nas amostras de E. azureus ocorreram 5 compostos
compartilhados em ambos os grupos, o n-heneicosane, nonacosane, 2-metiloctacosane,

tetracontane e 2-metiltriacontane. Nas amostras controle ocorreram 10 compostos
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exclusivos, 6 alcenos e 3 alcanos ramificados. Nas amostras contaminadas ocorreram 2

compostos exclusivos da classe dos alcanos ramificados.

Tabela 1. Percentual de hidrocarbonetos cuticulares presentes em amostras controle e

tratamento de adultos de Euspilotus azureus e os valores de p do teste T entre eles.

Euspilotus azureus

Compostos indicede  Controle Tratamento Testt
retencao
1-Heptadecenoe 1674 12,8+20,4 ND N.S
Heptadecanoe 1700 1,9+4,0 ND N.S
5-Octadecenoe 1789 0,1+0,3 ND N.S
9-Nonadecenos 1875 20,3+35,9 ND N.S
n-Heneicosano# 2500 19,8+30,7 50,4+7,8 N.S
Nonacosano# 2700 3,315,9 15,4+2,4 p< 0,05
2-Metiloctacosano# 2870 2,337 6,9+4,2 p< 0,05
Tetratetracontano# 2900 2,0+£3,1 6,7+2,4 p< 0,05
2-Metiltriacontano# 3067 3,646,2 17,8+4,6 p< 0,05
15-Metiltritriacontano® 3097 ND 1,3+0,7 p< 0,05
2,6-;2,8-:2,10- 3270 ND 1,5+1,6 p< 0,05
diMetiltriacontano®
9-Tritriacontenes 3322 4,745,6 ND p< 0,05
11,21-diMetiltritriacontano- 3361 3,7+4,6 ND p< 0,05
13,17-diMetiltetratriacontanoe 3457 0,8+1,4 ND p< 0,05
9-Pentatriacontenos 3470 0,2+0,4 ND N.S
11-13,15- 3535 3,9+7,2 ND N.S
Metilpentatriacontanos
11,21-; 13,23- 3555 20,7+29,3 ND N.S

diMetilpentatriacontanos

N.D= Nao detectado; N.S= Nao significativo. *Compostos exclusivos do controle; °
Compostos exclusivos do tratamento; #Compostos compartilhados entre controle e

tratamento.

41



Euspilotus azureus

OControle  mTratamento 72,5

o

>

N—r

©

>

=

K

[T} 38,1
[n'd

S —
uT

O

S

o

Q

o

S

o

0,0

» 5
o

=]
(%]

o

Q.

IS

o

(@)

D

©

o

-

[«5)

IS

3

Pz

0
alcenos alcanos ramificados  alcanos lineares

Fig. 1. Proporcéo relativa e nimero de compostos presentes na cuticula de adultos das
espécies dos besouros Euspilotus azureus em amostras dos grupos controle e tratamento.

Nas amostras de D. maculatus foram identificados um total de 20 compostos,
sendo que 15 foram identificados nas amostras controle e 18 no tratamento (Tabela 2).
Estes compostos, tanto nas amostras controle, quanto nas contaminada variam do C,4 ao
Cs3. Os compostos representaram, alcenos, alcanos ramificados e alcanos lineares (Fig.
2). Os dois grupos de amostras compartilharam 13 compostos (Tabela 2). As amostras do
grupo controle apresentaram 2 compostos exclusivos, ambos alcanos ramificados,
enguanto as amostras contaminadas apresentaram 5 exclusivos, 1 alcano linear, 1 alceno

e 3 alcanos ramificados.
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Tabela 2. Percentual de hidrocarbonetos cuticulares presentes em amostras de adultos de
Dermestes maculatus e os valores de p do teste T entre eles.

Dermestes maculatus

Compostos indicede  Controle Tratamento Testt
retencdo

2-Metiltetracosano® 2464 ND 1,93+2,1 p< 0,05
9-Pentacoseno# 2470 15£31  1526+16,41 N.S
n-Heneicosano# 2500 24£19,5  2462+11,23 P<0,05
13-;11-;9-Metil-heneicosanoe 2535 0,2+0,4 ND N.S
1-Hexacoseno# 2594 0,2+0,4 0,44+0,56 p< 0,05
2-Metilhexacosano# 2665 0,4+1,1 2,8+3,85 N.S
9-Heptacoseno® 2670 ND 0,64+0,81 N.S
Nonacosano# 2700 22,6£144  9117+1298 P<0,05
13-;11-;9-Metilnonacosano® 2735 ND 2814296  P<0,05
11 + 13-Metilheptacosanos 2735 1,1+1,7 ND p< 0,05
3-Metilheptacosano# 2766 0,2+0,3 0,24+0,26 N.S
Octacosano® 2800 ND 0,32+0,4 p< 0,05
2-Metiloctacosano# 2870 3,7%6,1 5,95+10,26 N.S
Tetratetracontano# 2900 18,1£10,6 12544943 p< 0,05
13-;11-;9-Metilnonacosano® 2935 ND 1,78+1,8 N.S
2-Metiltriacontano# 3067 2,5+6,3 4,04+8 36 N.S
2,6-;2,8-;2,10- 3097 7,7x10 p< 0,05
diMetiltriacontano# 1,65+2,41
15-;13-;11-;9-Metil- 3127 2,7+3,4 p< 0,05
hentriacontano# 1,99+2,86
9,12-diMetil-hentriacontano# 3163 1,9+4,7 0,32+0,39 N.S
15-Metiltritriacontano# 3326 0,5+0,8 0,4+0,51 N.S

N.D= Né&o detectado; N.S= N&o significativo. *Compostos exclusivos do controle; °
Compostos exclusivos do tratamento; #Compostos que ocorreram em controle e

tratamento.
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Fig. 2. Percentual e nimero de compostos presentes na cuticula de adultos da espécie de
besouro Dermestes maculatus em amostras dos grupos controle e tratamento.

As andlises estatisticas mostram que ha diferencas significativas entre a
composicdo quimica cuticular das amostras controle e tratamento das duas espécies dos
compostos encontrados nos dois tipos de amostras de E. azureus 64,7 % deles
apresentaram diferencas significativas de seus teores (Tabela 1). Nas amostras de D.
maculatus 50 % dos compostos apresentaram diferencas significativas entre seus teores
(Tabela 2)
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DISCUSSAO

Os HCs identificados nos dois grupos de amostras das duas espécies variaram
qualitativamente e quantitativamente. Isto demonstra que a cuticula dos insetos sofre
alteracdo em sua composicéo, devido a presenca do neonicotinoide, seja com o ganho ou
perda de compostos, ou ainda em seus teores. Esta alteracdo no perfil de HCs pode
influenciar diretamente no reconhecimento entre parceiros, interferindo na capacidade de
reproducdo e prejudicando a capacidade de impermeabilizagdo da cuticula. De fato, sabe-
se que os besouros utilizam, este recurso para reconhecimento e para atrair parceiros
(Von Hoermann et al. 2011, Booksmythe et al. 2014, Fockink et al. 2015) e para evitar a
dessecacdo (Blomquist e Bagnéres 2010).

Foram identificados alcenos de cadeia carb6nica longa nas amostras controle de
E. azureus mas ndo nas amostras tratadas com tiametoxam. Alcenos com cadeias longas
ja foram descritos como feromonios sexuais para outros insetos (Uebel et al. 1975). O
composto 9 Tritriacontene ja foi encontrado na mosca do estabulo Stomoxys calcitrans,
sendo descrito como um feromonio sexual (Uebel et al. 1975). A perda destes compostos
que sdo importantes para comunicacdo entre fémeas e machos, pode influenciar
diretamente na capacidade de comunicacdo e consequentemente na reproducao (Martin et
al. 2008).

Steiger et. al. (2007) aponta na espécie Nicrophorus vespilloides, um besouro
também de importancia forense que o historico nutricional imediato é um fator relevante,
pois influencia a composicdo quimica cuticular, o que demonstra a plasticidade destes
compostos. A dieta pode alterar a superficie cuticular e isto pode impactar seu
reconhecimento frente as companheiras de ninhos no caso de insetos sociais (Liang e
Silverman 2000). Apds aplicacdo do composto -eudesmol em operérias da formiga Atta
sexdens rubropilosa, Marinho et al. (2005) observaram que houve uma alteracdo na
capacidade de reconhecimento intranidal, possivelmente causado por uma alteracdo dos
perfis de HCs.

Esta alteracdo do perfil de HCs pode provocar um retardo no encontro de
parceiros para acasalamento e um atraso na producdo dos imaturos que também se
alimentardo da carcaca. Além disso, o tempo de desenvolvimento de insetos de
importancia forense contaminados por inseticidas e entorpecentes, pode sofrer
influéncias, seja retardando (Liu et al. 2009) ou acelerando seu ciclo de desenvolvimento

(Altunsoy et al. 2014), consequentemente, a utilizagdo destes besouros para estimar o
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IPM, nestas condicdes pode estar equivocada. Neste sentido, saber se existe
contaminagdo na carcaca também previne que estimativas erréneas sejam estabelecidas.

Nas amostras de E. azureus houve uma perda de compostos mais leves, sendo
todos os alcenos e dois alcanos ramificados (Tabela 1). Possivelmente a volatilizacdo
destes compostos mais leves tenha ocorrido porque logo ap6s ingerirem larvas
contaminadas os individuos sofriam um comportamento aparente de paralizacdo de seu
corpo. Compostos mais leves provavelmente precisam de uma produgdo constante, pois
sdo mais facilmente volatilizados e a aparente paralizacdo pode ter interferido na
producdo do perfil de HCs pelo besouro. O fato de haver um padréo para essa alteracdo
dos compostos cuticulares deve ser levado em conta, pois pode ser utilizado como uma
alternativa para se detectar a toxina, pois muitas vezes nao ha tecidos disponiveis para se
detecta-la, ou ainda muitas vezes a dose ndo € possivel de ser detectada nos insetos.

Os alcanos lineares sdo uma classe de compostos responsavel por criar uma
barreira para prevenir a dessecacdo (Van Wilgenburg et al 2011) e provavelmente como
uma barreira contra microrganismos patdgenos. Estas especificidades na fungdo desta
classe sdo provenientes de sua estrutura de cadeias simples e que sdo mais fortemente
aderidas por maior forca das ligacdes de van der Waals. Provavelmente, sob condicdo de
stress, estes besouros deixam de investir em alcanos ramificados e alcenos, que séo
compostos importantes para comunicagdo e passam a investir na producdo de alcanos
lineares que poderiam dar suporte para minimizar as condicdes de stress (Dani et al. 2001
e Hefetz 2007).

Nas amostras de D. maculatus a porcentagem de alcanos lineares foi maior do que
a das outras classes de compostos tanto nas amostras do controle como do tratamento.
Como os alcanos lineares tem como funcdo principal a e impermeabilizacdo da cuticula
(Hefetz 2007, Chung e Carroll 2015), o fato de ocorrerem no final da decomposi¢do em
ambiente mais seco pode explicar porque ha mais alcanos lineares.

O aumento dos alcenos pode estar relacionado & tentativa de sinalizacdo entre
individuos. Nesse sentido os machos podem sinalizar para fémeas locais onde o recurso é
mais abundante, atraindo assim, uma possivel parceira para acasalamento. Além disso,
adultos desta espécie podem ser encontrados em aglomerados sendo que estes compostos
podem servir para comunicacdo entre estes individuos para evitar a incidéncia de luz, a

exposicdo a predadores, e a localizacdo de parceiros (Blomquist e Bagneres 2010). O
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aumento destes compostos na cuticula, por outro lado, pode ser como no caso da outra
espécie uma resposta fisiologica pela contaminacao pelo tiametoxam.

Os resultados obtidos mostram que os HCs podem ser afetados pela contaminacéo
pelo inseticida tiametoxam, havendo uma alteracdo qualitativa e quantitativa da
composicdo quimica cuticular das amostras de besouros das duas espécies. Isto aponta
para 0 uso de uma nova ferramenta para avaliar se a causa da morte pode ter sido por
envenenamento ou, se ainda, se o cadver estiver em &rea de cultura, se houve possivel
contaminacédo do cadaver, o que pode entdo afetar o ciclo de desenvolvimento de insetos

e com isto dificultar a determinagdo do IPM usando este tipo de amostras.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo responderam as perguntas iniciais, indicando que
as andlises quimicas da cuticula do besouro E. azureus sdo ferramentas complementares
Uteis para ajudar a investigar o local onde o crime pode ter acontecido, ou mesmo casos
de translocacdo de cadaveres na tentativa de ocultamento, uma vez que a composi¢ao
varia significativamente em funcdo sobretudo, de condic@es locais especificas. Além de
que os HCs podem ser afetados pela contaminacdo pelo inseticida tiametoxam, havendo
uma alteracdo qualitativa e quantitativa da composic¢ao quimica cuticular das amostras de
E. azureus e D. maculatus. Isto aponta para o uso de uma nova ferramenta para avaliar se
a causa da morte pode ter sido por envenenamento ou, se ainda, se o cadaver estiver em
area de cultura, se houve possivel contaminacdo do cadaver, o que pode entdo afetar o
ciclo de desenvolvimento de insetos e com isto dificultar a determinacdo do IPM usando

este tipo de amostras.
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