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Analise do perfil quimico cuticular de imaturos e adultos da mosca
varejeira de importancia Forense Chrysomya megacephala
(Calliphoridae: Diptera): Implicagdes para estimativa do Intervalo
Po6s-Morte

RESUMO

A entomologia forense € a ciéncia que estuda a entomofauna e aplica-a em questfes
ligadas ao ambito judicial. Sendo que a principal ordem e a mais estudada é a Diptera, e
os califorideos conhecidos como “moscas varejeiras” sdo consideradas como a familia
mais importante para a entomologia forense, devido a sua abundancia e frequéncia com
que sdo encontradas. Estes insetos sdo entdo utilizados para a principal aplicacdo dos
mesmos no ambito criminal, a estimativa do Intervalo P6s-Morte Minimo (IPMmin).
No entanto, ha varios entraves para se obter uma estimativa precisa, seja pelo fato das
amostras estarem em mas condi¢Bes, impossibilitando sua criacdo para posterior
identificacdo, ou pelo fato de ndo haver chaves que cubram todos imaturos de moscas
de interesse forense. Neste sentido, varios estudos sugerem os hidrocarbonetos
cuticulares como uma ferramenta alternativa para auxiliar a obter resultados mais ageis
para solucionar pericias forenses. Estes compostos sdo parte constituinte da camada
lipidica, e parecem ter surgido pela necessidade do inseto evitar a perda de agua, e
posteriormente teria evoluido para a comunicacdo quimica, de modo que cada espécie
apresenta um perfil caracteristico. Ainda que se saiba que estes compostos podem ser
usados como ferramenta Gtil para Entomologia Forense, sdo escassos 0s estudos usando
esta técnica em nosso pais. Portanto os objetivos deste estudo foram: 1) Determinar o
perfil quimiotaxondmico e a variagdo intraespecifica dos hidrocarbonetos cuticulares de
Chrysomya megacephala uma espécie de mosca de interesse forense. 2) Avaliar se 0s
compostos quimicos de puparios de moscas de interesse forense, de diferentes ciclos de
oviposicdo podem ser utilizados para agilizar os resultados das pericias. 3) Testar a
eficdcia de uma técnica alternativa para avaliar diferencas na composi¢do dos perfis
quimicos cuticulares em amostras de interesse forense. As amostras de moscas foram
coletadas de duas populacdes distintas e seus compostos cuticulares avaliados por duas
técnicas diferentes. A partir dos resultados obtidos os compostos cuticulares podem ser
usados para distinguir tanto o estdgio, quanto a populacdo de origem das amostras,
tendo importante implicacdo na determinacdo do IPM e do local onde ocorreu o crime.



Compostos quimicos dos puparios de diferentes geracdes podem fornecer resultados
confiaveis para auxiliar no campo da pericia criminal. Os resultados das técnicas
alternativas mostram que elas podem ser utilizadas e, como independe da preparacéo de
amostras pode agilizar ainda mais as pericias criminais.

Palavras chave: Hidrocarbonetos cuticulares; Insetos necréfagos; Infravermelho; IPM;
Estagios de desenvolvimento; CG-EM; FTIR-PAS



Analysis of cuticular chemical profile of immature and adults of the
blow fly of forensic importance Chrysomya megacephala: implications

for estimation of Postmortem Interval

ABSTRACT

Forensic entomology is the study of the insect fauna applied to legal context related
issues. Diptera is the major order and the most studied, and Calliphoridae, known as
"blow flies" are considered the most important family to forensic entomology, since
they are usually the first insects to locate carcasses and perform oviposition. These
insects are used to the main application thereof in legal context, the estimation of
minimum postmortem interval (PMImin). However, there are several obstacles to get an
accurate estimate, be it by the fact that samples are in poor condition, making it
impossible for rearing for subsequent identification, or that there are no identification
keys that cover all immature flies of forensic interest, etc. In this sense, multiple studies
suggest cuticular hydrocarbons as a complementary taxonomic tool to help get faster
results to solve forensic skills. These compounds are a constituent part of the lipid layer,
and seem to have emerged by the need of the insect to avoid water loss, and later
evolved to chemical communication. It is known that they are species-specific, acting as
a "fingerprint" of the insect. Although it is known that these compounds can be used as
a useful tool for forensic entomology, studies using this technique in our country are
still rare. Therefore, the aims of this study were: 1) Determine the chemotaxonomic
profile and intraspecific variation of cuticular hydrocarbons of a fly of forensic interest.
2) Assess whether chemical compounds of pupal exuviae of flies of forensic interest of
different waves of oviposition could be used to expedite the results of forensic skills. 3)
Test the effectiveness of an alternative technique to assess differences in the
composition cuticular chemical profiles on samples of forensic interest. Samples of flies
were collected from two distinct populations and their cuticular compounds evaluated
by two different techniques. According to the results, cuticular compounds can be used
to distinguish both the instar, and the population of origin of samples, having important
implications in determining the PMI and location where the crime occurred. Chemical
compounds of the exuviae of different generations can provide reliable results to assist

in the field of criminal expertise. The results of the alternative techniques show that they



can be used and, since there is no need of sample preparation it can speed up even more
the criminal skills.

Keywords: Cuticular hydrocarbons; Infrared; PMI; Exuviae, developmental stages;
GC-MS; FTIR-PAS.

INTRODUCAO

Os artropodes sdo considerados em conjunto como 0 grupo que compdem a
maior biomassa dentre os animais (Barnes & Rupert 1993). Seu sucesso é marcado pelo
elevado numero de espécie e por possuirem a maior irradiacdo evolutiva dentre 0s
Hexapoda, habitando uma variedade de ambientes, seja ele terrestre ou aquético, e ainda
a diferentes altitudes e latitudes, sendo amplamente distribuidos pelo mundo (Barnes &
Rupert 1993, Brusca & Brusca 2007). Devido a esta grande capacidade de se adaptar em
diferentes tipos de ambientes, também podem ser encontrados em cenas de crimes
(Benecke 2001).

A ciéncia que estuda os insetos que interagem com 0s acontecimentos do ambito
pericial legal denomina-se Entomologia Forense. Segundo Lord & Stevenson (1986) ela
pode ser dividida em trés categorias:

Entomologia Urbana: Quando insetos causam algum tipo de dano, ou seja,
eles sdo o problema. Estdo relacionados a litigios e agdes civis envolvendo por exemplo
infestacdes de cupins, baratas entre outros organismos nocivos que causam danos a
imoveis ou depreciam seus valores, e até mesmo organismos que causam danos em
arvores, comprometendo a seguranca em vias publicas.

Entomologia de Produtos Estocados: Geralmente estes casos também
envolvem litigios, e estdo relacionados a produtos infestados eou contaminados em
grande escala, seja pela presenca de insetos ou partes deles, como por exemplo, em
barras de cereais, prensados a absorventes ou fraldas descartaveis, ou até mesmo dentro
de alimentos, bebidas entre outros.

Entomologia Médica Legal: Diferentemente das duas areas acima citadas, no
qual os insetos causam problemas, aqui eles s&o parte constituinte da investigacéo
compondo a prova técnica, e estdo envolvidos em eventos criminais, geralmente crimes
violentos como assassinato, suicidio e estupro, desta forma auxiliando peritos e médicos

legistas a chegarem ao possivel suspeito.



O primeiro caso registrado encontrado na literatura no qual foi descrito o uso de
insetos na resolucdo de um crime, foi documentado no século 13 pelo advogado e
investigador Sung Tzu em um livro texto chamado “The washing away of wrongs”, no
qual ele descreve um assassinato por golpes a foice que foi solucionado com pistas
fornecidas por moscas que foram atraidas por residuos de sangue no instrumento usado
no crime, o que levou o dono da foice a confessar o delito (Benecke 2001).

Contudo, os primeiros trabalhos da &rea de Entomologia Forense, de fato, se
deram em meados de 1855 com o francés Bergeret, que baseado nos insetos realizou a
primeira estimativa do Intervalo P6s-morte (IPM) (Benecke 2001), ou seja o tempo
decorrido desde a morte até o achado de corpo (Amendt et al., 2007). O segundo caso
foi publicado em 1879 pelo presidente da Sociedade Francesa de Medicina Forense, e
Perier e Mégnin auxiliaram nas identificacdes das espécies. Mégnin entdo em 1894
publica “La Faune des Cadavres”, que se tornou base para fundacdo da ciéncia que
passaria a ser conhecida como Entomologia Forense.

Ap6s um intervalo com poucos estudos de relevancia, a Entomologia Forense
retorna entre 1960 e 1980, principalmente por meio dos trabalhos publicados por Marcel
Leclecg, um médico belga e Peka Nuorteva um bidlogo finlandés (Benecke 2001). E em
1965 a importéncia dos insetos nas investigaces criminais torna-se evidente no estudo
de Payne, no qual ele comparou a decomposicdo de carcagas que tiveram 0 acesso aos
insetos impedido com outras sem manipulacdo e avaliou que as carcacas desprotegidas
tiveram seu tempo de decomposicdo significativamente menor do que aquelas que nédo
sofreram acgéo de insetos (Payne 1965).

Uma infinidade de espécies de insetos é atraida para uma carcaca, e esta é
utilizada como fonte protéica e ainda algumas fémeas de espécies necrofagas as usam
para maturacdo de seus ovarios e desenvolvimento completo de sua prole (Norris 1965).
Os insetos que estdo presentes e associados a decomposicéo de carcagas e/ou cadaveres
sdo classificados por Norris (1965) de acordo com seus habitos alimentares em quatro
categorias ecologicas: espécies necrofagas que utilizam a carcaga como recurso, seja na
forma adulta ou imatura; onivoros, que se alimentam tanto da carcaca como da fauna
associada; predadores, que frequentam as carcacas para se alimentarem de espécies que
ali se encontram; e espécies acidentais, as quais acabam utilizando a carcacga de algum
modo, como abrigo ou extenséo de seu habitat, mas o recurso em si ndo é primordial

para a sobrevivéncia do inseto.



Segundo Smith (1986) a ordem Diptera é considerada como 0 grupo mais
atuante durante o processo de decomposicdo. Para Benecke (2001), os dipteros séo
considerados como uma das ordens de extrema importancia na colonizagdo de carcacas,
pois estdo sempre presentes em grande ndmero. Do ponto de vista forense, sua
importancia se da pelo fato de varios representantes desta ordem também colonizarem
cadaveres humanos (Greenberg 1991). Particularmente as moscas sarcossaprofagas
pertencentes a familia Calliphoridae, conhecidas como “moscas varejeiras” localizam a
carcaca minutos apds a morte, se alimentam da fonte proteica, e realizam sua ovipostura
(Goff & Lord 1994). Por fazer parte desta primeira onda de colonizacdo, sdo
extremamente importantes para a estimativa do intervalo p6s-morte. Dentre 0s genéros
constituintes desta familia Chrysomya, Lucilia, Cochliomyia, Hemilucilia e Calliphora
sdo 0s mais encontrados em estudos com carcacas realizados na Regido Neotropical
(Oliveira-Costa 2013).

Em investiga¢Bes criminais os insetos, sobretudo os dipteros se tornam uma
evidéncia fisica em um julgamento, podendo ser utilizados para indicar diversas
situacBes, como auxiliar na determinacdo do local do crime (Oliveira-Costa 2013), pois
algumas espécies tem preferéncia por realizar postura em condi¢cdes de sombra ou luz
(Smith 1986), ou ainda algumas espécies apresentam distribuices e habitats
especificos, como aqueles que sé ocorrem em ambientes de mata, como € o caso de
Hemilucilia semidiaphana, considerada como indicador forense para regido florestada
(Carvalho & Linhares 2001). Centeno et al. (2002) estudando carcacas de porcos
expostas e outras protegidas de insetos, encontraram inumeras diferencas em relacdo ao
tempo de decomposicdo e também ao padrdo de sucessdo. Desta forma, baseando-se no
habitat natural, biologia e a distribuicdo geografica das espécies coletadas na cena da
morte, é possivel determinar o local onde a morte ocorreu (Hall 1990).

Os insetos também podem ser usados para determinar se houve negligéncia
perante incapazes (Oliveira-Costa 2013). Lord & Rodriguez (1989) discutem técnicas
para a aplicacdo de insetos em investigagdes de casos de negligéncia perante incapazes
com base no desenvolvimento de larvas de moscas encontradas nas fraldas, e assim
determinar o periodo em que a vitima foi privada de cuidados.

Determinar a causa morte, como por exemplo, em casos de morte devido ao uso
excessivo de drogas e\ou medicamentos cujos residuos podem ser encontrados nos
tecidos dos insetos, principalmente em casos onde 0 corpo esta em estagio de
decomposi¢do avancada, e analises toxicologicas tradicionais ja ndo sdo viaveis (Goff &



Lord 2001). Uma vez que estes compostos podem afetar o ciclo de desenvolvimento do
inseto, ou mesmo serem encontrados residuos nos tecidos do proprio inseto, até mesmo
podem impedir a colonizacdo do cadaver por insetos necrofagos (Leclercq & Vaillant
1992).

Determinar ainda o culpado em casos de sequestro ou crime sexual, por meio de
anélise de DNA mitocondrial retirado do trato digestorio de mosquitos presentes no
cativeiro, é possivel visto que s6 poderiam ter se alimentado da vitima ou do carcereiro
(Kreike & Kamper 1999, Hawley & Budowle 2000). Outra aplicacdo dos insetos no
campo da ciéncia forenses € ajudar a determinar se a morte foi violenta ou nao,
observando sitios de alimentacdo ndo usuais utilizados por adultos e imaturos. Pois
normalmente, os insetos necrofagos realizam postura em lugares abrigados como
orificios naturais do corpo ou bordos de ferimentos (Smith 1986, Catts & Haskell 1991).
Portanto, se imaturos forem observados apenas nos ductos naturais, € provavel que o
cadaver ndo tenha ferimentos expostos (Oliveira-Costa 2013).

No entanto, a principal aplicacdo dos insetos no campo da Entomologia Forense
é, de fato, na determinacdo do Intervalo Pos-morte (IPM) (Oliveira-Costa 2013). Para
Catts (1992) a estimativa do IPM pode ser determinada, tanto por meio da aplicacédo do
tempo de desenvolvimento dos imaturos, quanto pela sucessdo entomoldgica.

Utilizando os imaturos, a estimativa do intervalo minimo é dada pela estimativa
da idade do inseto associado ao cadaver (Catts 1992). Segundo Smith (1986) o tempo de
desenvolvimento de larvas de moscas mostra 0 minimo de tempo em que o corpo foi
exposto em condicBes apropriadas para 0s insetos, visto que raramente o inseto realizara
oviposturas em uma pessoa viva. Esta estimativa utilizando o ciclo de vida dos imaturos
leva em consideracdo quanto tempo que o imaturo leva para completar seu ciclo, ambos
associados aos valores de temperatura e fatores ambientais (Erzinglioglu 1983, Smith
1986). Ja outra alternativa, € estimativa do IPM por meio da sucessdo entomoldgica,
que e feita por meio da sequéncia das espécies que chegam ao recurso (Nuorteva 1977).
Desta forma, os espécimes atraidos ao corpo em decomposi¢do em geral substituem-se
ou acrescem na carcaga, de modo que cada estdgio de decomposicdo apresenta
condicGes ideias para determinada espécie (Oliveira-Costa 2003). Portanto € possivel
tracar um paralelo entre os estagios de decomposi¢cdo e a ocorréncia dos especimes,
sendo possivel entdo estimar o IPM, principalmente em corpos em estagios de

decomposigéo avangada.



Para que haja uma estimativa precisa do IPM ¢é imprescindivel que a
identificacdo da espécie em questdo seja precisa, Vvisto que cada espécie apresenta
diferentes tempos de desenvolvimento (Jordaens et al. 2013, Oliveira-Costa et al. 2013),
e caso a identificacdo da espécie seja feita errada, isto implicard em uma estimativa
erronea (Catts & Goff 1992). Outro ponto a se considerar é que deve-se utilizar o
imaturo “mais velho” ou seja o individuo oriundo da primeira onda de oviposicao
(Oliveira-Costa 2013). E, ainda deve-se observar se ha dispersdo larval pos-alimentar
e\ou pupas localizadas a distancias variaveis do cadaver para nao deixar de considerar o
estdgio mais velho que o abandonaram (Von Zuben 2001). Segundo Introna et al.
(1998) a determinacdo do IPM preciso é de extrema importdncia em qualquer
investigacdo forense, seja ela relacionada a homicidio, suicidio, morte acidental ou
causa natural.

Deste modo, a maioria dos métodos utilizados para a estimativa do IPM séo
baseados na taxa de desenvolvimento dos imaturos. Sendo aferidas medidas como o
comprimento ou peso da larva, para determinar a idade dos imaturos apds comparagdo
com banco de dados (Wells & La Motte 1995). Outro método bastante utilizado no
campo da entomologia forense com propdsito de estimar o IPM estéa relacionado com o
calor em Graus Horas (GHA) ou graus dias (GDA) acumulado, ou seja, a quantidade
total de calor requerido para que uma determinada espécie complete seu ciclo, desde a
oviposicdo até o estagio adulto (Oliveira-Costa, 2013).

E fato que os métodos tradicionais aferidos pelo médico legista sdo utilizados
primeiramente para se obter este intervalo de tempo de morte até o achado do corpo,
como resfriamento do corpo, livores e rigidez cadavérica, mancha verde abdominal,
exame de fundo de olho, entre outros. No entanto, os dados entomologicos podem ser
muito Gteis, sobretudo com um tempo superior a trés dias (Catts & Haskell 1991).

Para estimar o IPM utilizando dados entomoldgicos ha alguns problemas, pois é
necessario primeiro a identificagdo do inseto. Para isto, os investigadores forenses
devem coletar o espécime mais antigo presente no corpo, seja ele larvas ou pupas, no
entanto, devido a falta de caracteres morfolégicos (Kranz et al. 2017) e a pouquissimas
chaves de identificacdo de imaturos de moscas de importancia forense (Stevens & Wall
2001), muitas vezes a identificacdo acaba tornando-se imprecisa por métodos
morfologicos tradicionais (Greenberg 1991). Além disso, para que seja possivel a
identificacdo, outra alternativa é coletar e encaminhar as formas imaturas para o

laboratério e acondiciona-las em camara incubadora em uma temperatura conhecida



para completarem seu ciclo de vida. SO apds emergéncia do adulto as espécies podem
ser identificadas por meio de chaves morfoldgicas, quando possivel (Carvalho & Mello-
Patiu 2008). Porém muitas vezes as amostras estdo em méas condices, seja elas larvas
ou pupas tornando impossivel a sua identificacdo por métodos taxondmicos tradicionais
(Wells & Sperling 2001).

Outro aspecto importante para o campo da ciéncias forenses € a determinacdo do
local do crime, ou seja, onde a morte se deu. A utilizacdo de dados entomologicos para
responder esta questdo vem sendo utilizada por meio de estudos sobre a ecologia e
distribuicdo geogréafica dos insetos necréfagos, as quais podem responder se as espécies
encontradas sobre o cadaver sdo comuns naquela regido (Catts & Haskell 1991, Pujol-
Luz et al. 2008). Ou seja, informacg6es coletadas baseadas na distribuicdo geografica e
no habitat natural das espécies coletadas na cena da morte, possibilitam identificar o
local onde a morte ocorreu (Centeno et al. 2002).

Em virtude da dificuldade de identificacdo das espécies de interesse forense,
especialista da &rea sugeriram andlises quimicas para complementar, ou substituir
exames morfoldgicos tradicionais (Greenberg 1991) e\ou analise de DNA (Zehner et al.
2009, Tarone & Foran 2011). As analises seriam facilmente realizadas e comuns a todos
os laboratérios forenses, agilizando em tempo habil respostas como a identificacdo da
espécie, a idade e até mesmo onde ocorreu a morte, sendo estes dados cruciais em uma
investigacdo criminal. Desta forma, as analises quimicas vém se destacando nos ultimos
anos, e a técnica que vem se mostrando mais viavel e promissora € a analise de
compostos quimicos cuticulares, ou seja hidrocarbonetos cuticulares (HCs), extraidos da
cuticula dos insetos (Greenberg 1991).

Os HCs tém como funcdo primaria impedir a dessecacdo (desidratacdo) e, ao
mesmo tempo, oferecer uma barreira de protecdo contra patégenos (Lockey 1988). Ao
longo da evolucgéo dos insetos, os hidrocarbonetos, também passaram a ser utilizados na
comunicagdo quimica, atuando como feromonios, cairomdnios e alomonios (Ebbs &
Amrein 2007). Atualmente estes compostos vém sendo explorados como ferramenta
taxondmica complementar para se estabelecer diferencas intra e interespecificas entre
diferentes amostras de insetos de importancia forense (Kranz et al. 2017, Paula et al.
2017). Ye et al. (2007), por exemplo, conseguiram encontrar diferengas significativas
entre puparios vazios de seis espécies de moscas, demonstrando que esta ferramenta é

viavel para identificar espécies de importancia forense.



Ainda quanto a aplicabilidade dos HCs na area forense, Zhu et al. (2006)
demonstraram o potencial dos HCs para determinar a idade de larvas de uma espécie de
mosca varejeira Chrysomya rufifacie. Ja Zhu et al. (2007) estudando puparios da mosca
varejeira de importancia forense C. megacephala expostas ao intemperismo em
condicdes de laboratorio, encontraram que os perfins de HCs apresentaram mudancas
significativas em relacdo ao tempo de exposi¢do, podendo entdo ser utilizados para
datacéo do IPM.

Recentemente Paula et al. (2017) estudando a espécie de importancia forense C.
megacephala encontraram diferencas no perfil quimico entre os diferentes estagios, e
entre populacdes, também sugerindo sua utilizacdo para auxiliar no campo da ciéncia
forenses.

Todos estes estudos supracitados avaliaram 0s compostos quimicos cuticulares
de amostras de interesse forense utilizando técnicas cromatograficas como: Ye et al.
(2007), Zhu et al. (2007), Moore et al. (2013, 2014), Pechal et al. (2014), Xu et al.
(2014), Frere et al. (2014), Braga et al. (2016), Zhu et al. (2017), Barbosa et al. (2017),
Bernhardt et al., (2017), Moore et al. (2017), Paula et al. (2017). Entretanto, outra
técnica; a de Espectroscopia Fotoacustica no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR-PAS, Fourier Transform Infrared Photoacoustic Spectroscopy) também
vém sendo utilizada para avaliar diferencas entre os perfis cuticulares de insetos, e tém
se mostrado bastante confiavel para a deteccdo de compostos (Gibbs & Mousseau 1994,
Gibbs & Pomonis 1995), sobretudo de amostras de himendpteros sociais (Antonialli-
Junior et al. 2007, 2008, Neves et al. 2012, 2013, Cunha et al. 2017).

Entre os trabalhos realizados com a técnica, o FTIR-PAS auxiliou na
diferenciacdo entre castas e sexo na espécie de formiga Ectatomma vizottoi (Antonialli
Junior et al. 2007), diferenciacdo intra e interespecifica de popula¢fes de Ectatomma
brunneum e E. vizottoi (Antonialli Junior et al. 2008), mudancas dos compostos
superficiais ocasionados pela idade em vespas da espécie Mischocyttarus consimilis
(Neves et al. 2012).

Portanto, esta técnica poderia ser promissora também para avaliar composicao

cuticular em moscas de importancia forense.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Calliphoridae

Os membros da familia Calliphoridae (Insecta, Diptera, Oestroidea) sdo
conhecidos como moscas varejeiras, com mais de 150 géneros e 1000 espécies
descritas, ocorrendo em todas as regiGes biogeograficas (Pont 1980, Shewell 1987,
Vargas & Wood 2010).

De acordo com McAlpine et al. (1981) a familia Calliphoridae é constituida por
12 subfamilias: Auchmeromyinae, Bengaliinae, Helicoboscinae, Melanomyinae,
Phumosiinae, Poleniinae, Rhiniinae, Luciliinae, Calliphorinae, Chrysomyinae e
Toxitarsinae, sendo que as quatro Ultimas ocorrem na regido Neotropical (James 1970).

As moscas varejeiras sdo espécies relativamente robustas variando de 4 a 16
mm, e geralmente apresentam coloracdo metélica. A maioria sdo oviparas, mas ha
excegOes, como as moscas dos géneros Phumosia (Phumosiinae) e Hemipyrellia
(Luciliinae) (Vargas & Wood 2010).

Os calliphorideos geralmente apresentam uma alta sinantropia, mas também
ocorrem em outros ambientes, frequentemente encontradas em matéria orgénica em
decomposicgédo, alimentam-se e/ou ovipositam em matéria organica vegetal, animal,
fezes humanas, carcacas, liquidos agucarados, e ainda podem atuar como polinizadoras
(Greenberg 1971; Jirdn & Hedstron 1985). Os imaturos também se alimentam de uma
grande variedade de substratos, sendo desde carcacas, a tecidos necrosados ou sadios,
fezes, lesmas, sangue de aves e mamiferos, e muitas vezes ainda podem viver em
associacdo com ninhos de formigas e cupins (Pont 1980; Kutty et al., 2010; Vargas &
Wood 2010). Uma espécie de Calliphoridae, Verticia fasciventris (Bengaliinae) foi
descrita por Sze et al. (2008) como o primeiro caso de habitos parasitoides observados
em moscas desta familia. Devido a necessidade de um substrato rico em proteinas
animal, e esta relacdo, somada aos seus hébitos alimentares, lhes confere uma elevada
importancia médica, veterinaria e forense.

Moscas desta familia tem grande importancia forense para a estimativa do IPM
(Oliveira-Costa 2013), sobretudo, porque apresentam maior frequéncia nos estagios
iniciais de decomposicdo de carcagas (Carvalho & Linhares 2001). S&o extremamente
ageis, e algumas espécies atingem a carcaca e depositam seus ovos poucas horas apos a
morte (Oliveira-Costa 2013).
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Chrysomya megacephala

A introducdo de algumas espécies do género Chrysomya nas ultimas quatro
décadas no continente americano foi intensa (Oliveira-Costa 2013). Chrysomya
megacephala foi introduzida em torno da década de 70 no Sul do Brasil. E o0 periodo
entre 1975-1976 coincidiu com o grande aumento de refugiados da Angola para o
Brasil, quando alguns viajaram de seus paises acompanhados de seus animais
domésticos (Guimardes et al. 1978). Desde entdo rapidamente disseminou-se pela
Ameérica do Sul (Oliveira-Costa 2013).

Os adultos desta espécie apresentam coloracdo azul metélica, verde-azulada ou
roxa, com espiraculo protoracico escuro (Fig. 01). Antenas e genas sdo amareladas e 0s
machos apresentam a parte superior dos olhos constituidas por facetas grandes. As
larvas ndo apresentam tubérculos e com o esclerito oral parcialmente pigmentado como
uma mancha escura (Oliveira-Costa 2013). O pupario € opaco e de superficie irregular,
apresentando seis tubérculos pouco conspicuos (Amorim & Ribeiro 2001).

Vérios autores coletaram frequentemente esta espécie associada a carcacgas de
porcos (Dias et al. 2006), colonizando cadaveres humanos (Salviano et al. 1996,
Carvalho et al. 2000, Oliveira-Costa 2001), isca de peixe (Leandro & D’Almeida 2005;
Luiz & Koller 2010) e carcacas de coelhos (Kirst et al. 2005).

Figura. 01. Mosca adulta da espécie Chrysomya megacephala. Foto: Erika
Fernandes Neves (2015)

Hidrocarbonetos Cuticulares (HCs)

A superficie do corpo de um inseto é coberta por diferentes camadas, sendo que
a mais superficial denomina-se epicuticula (Singer 1998). Essa camada é composta por
hidrocarbonetos, alcodis, ésteres alquilicos, glicerideos, esterdis e aldeidos (Lockey
1988). Os hidrocarbonetos podem ser considerados como 0s principais compostos e
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dividem-se nas classes de saturados: representados pelos alcanos ramificados (n-
alcanos) e alcanos metil-ramificados; os insaturados, representados pelos alcenos e,
raramente, por alcenos metil-ramificados (Howard et al. 1990; Carlson & Schlein
1991). Segundo Lockey (1965) os HCs sdo sintetizados por ceélulas epidérmicas
denominadas endcitos. E seus precursores sdao acetil-CoA e malonil-CoA, iniciando um
processo de descarboxilacdo (Blomquist & Bagneéres, 2010). Porém, a maneira pela qual
0s HCs sdo transferidos até a cuticula dos insetos é ainda pouco conhecida (Blomquist
& Bagneéres, 2010). No entanto, Chino et al. (1981) propuseram que a lipoforina
presente na hemolinfa do inseto realize o transporte dos hidrocarbonetos recém-
sintetizados dos endcitos para o local onde serdo depositados.

A fungdo dos HCs pode variar, mas primeiramente atuam como barreira contra a
desidratacdo além de proteger contra patdgenos (Singer 1998). Para Ebbs & Amrein
(2007) durante o processo de evolugdo dos insetos os HCs além de serem utilizados
contra a dessecacgdo, passaram a ser usados para a comunicag¢do quimica, atuando como
feromdnios, cairoménios e alomonios. Para Gibbs (2002) os alcanos lineares tém uma
funcdo mais direcionada a prevencdo da perda de agua, devido aos seus altos pontos de
fusdo, enquanto os alcanos ramificados e alcenos atuam mais efetivamente na
comunicacdo quimica.

Os HCs sdo utilizados como sinais trocados durante a comunicacdo quimica, e
podem variar em termos quantitativos e qualitativos entre as espécies, classes de idade,
sexo, populacbes e entre colnias de insetos sociais (Howard & Blomquist, 2005).
Vaérios fatores podem modular a composicdo quimica cuticular dos insetos, sendo
fatores genéticos (Howard e Blomquist 2005, Badhe et al. 2006) ambientais (Service et
al. 1985; Gibbs et al. 1997; Howard e Blomquist, 2005; Roux et al. 2008), a dieta
(Bernardi et al. 2014); a fisiologia (Howard e Blomquist 2005) o0 estagio de
desenvolvimento (Paula et al. 2017), e a idade (Hadley 1977, Toolson 1982, Gebre-
Michael et al. 1994, Dietemann et al. 2003, Rouault et al. 2004).

Os fatores ambientais podem alterar, de fato o perfil quimico cuticular do inseto,
pois sabe-se que em regides com climas mais quentes e secos ha uma maior diversidade
de alcanos lineares de cadeia longa (Chapman et al. 1995, Wagner et al. 2001) Ja em
climas temperados, cujas estacfes sdo mais bem definidas, as condi¢bes climaticas
podem também causar alteracGes sazonais na composicéo de HCs (Haverty et al. 1996).

Outro fator ambiental que influencia a composi¢do dos HCs é a dieta. Brown et

al. (1991) encontraram diferengas na composi¢do dos hidrocarbonetos cuticulares entre
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larvas e adultos de uma espécie de vespa Vespula germanica, e concluiram que estas
diferencas sdo em funcgéo, sobretudo, das diferencas de dietas entre os diferentes
estagios, uma vez que imaturos se alimentam de proteinas e adultos principalmente de
carboidratos. Liang & Silverman. (2000) também encontraram relacdo entre a
composicado de HCs da cuticula dos insetos e o tipo de alimento que ingerem. Paula et
al. (2017) investigando o perfil quimico de diferentes estagios imaturos em uma espécie
de mosca varejeira, encontraram diferencgas quali e quantitativas dos HCs, uma vez que,
moscas adultas se alimentam de carboidratos e apenas quando precisam maturar seus
ovarios, ingerem proteina, diferentemente dos imaturos cuja dieta se restringe a
proteina. De fato, a dieta exerce um papel importante na camada cuticular do inseto
(Cotoneschi et al. 2007).

Como os fatores ambientais sao importantes para compor os HCs da cuticula dos
insetos permite inferir que estes compostos podem ser usados para diferenciar
populacbes de uma mesma espécie (Paula et al. 2017). Este fato também pode ter um
grande impacto sobre as analises forenses, sobretudo, em casos em que o cadaver pode

ter sofrido deslocamento de seus locais de morte.

Hidrocarbonetos Cuticulares na taxonomia de espécies de importancia
forense

A identificacdo precisa das espécies de importancia forense € primordial, pois
cada espécie apresenta um ciclo de vida diferente (Smith 1986, Jordaens et al. 2013).
Para Higley & Haskell (2001) o tempo de desenvolvimento dos espécimes podem
diferir até dentro do mesmo género. Entretanto, a identificacdo por métodos
morfologicos por vezes € invidvel, seja pela complexidade das chaves, recursos
morfoldgicos limitados nos imaturos (Greenberg 1991), poucas chaves de imaturos que
cubram todas as espécies de importancia forense (Stevens & Wall 2001) e, ainda
amostras em mas condicoes (Wells & Sperling 2001). Para Szpila, (2010) muitas vezes
€ necessario que os imaturos sejam levados ao laboratorio, para criagdo e, na sequéncia,
haja a identificacdo do adulto. Neste sentido, técnicas alternativas podem ajudar a suprir
esses entraves trazidos pelos métodos considerados mais tradicionais.

Uma técnica de analise recente para ajudar a identificar espécies de importancia
forense é a andlise da composicdo de HCs (Xu et al. 2014). O primeiro estudo que
avaliou HCs em amostras de insetos de interesse forense foi o de Goodrich (1970), que
encontrou diferengas quali e quantitativas entre pupéarios e adultos da espécie Lucilia
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cuprina. Trabalon (1992) com a mosca Chrysomya vomitoria e Barbosa et al. (2017)
com trés espécies de importdncia forense constaram que existem diferencas
significativas entre a composicdo cuticular dentre os sexos. E ainda em relacdo a
identificacdo de espécies, Moore et al. (2014) utilizaram os compostos quimicos das
larvas de primeiro instar para distinguir trés espécies de moscas de importancia forense
(Lucilia sericata, Chrysomya vicina e Chrysomya vomitoria), os autores destacam que o
perfil quimico funciona como uma impresséo digital para as espécies.

Os compostos quimicos cutilares podem ser usados como ferramenta
taxonémica complementar como ja avaliado por (Ye et al. 2007, Zhu et al. 2006, Moore
et al. 2013, Moore et al. 2014, Paula et al. 2017). Como aplicacdo para as ciéncias
forense Moore et al. (2014) utilizaram estes compostos quimicos de estagio larvais para
distinguir trés espécies de moscas de importancia forense. Pechal et al. (2014) usaram
0s compostos cuticulares de adultos das moscas C. macellaria e C. rufifacies para
distinguir as duas espécies. Estes resultados sdo promissores, pois mostram que estes
compostos, de fato podem agilizar a identificacdo das espécies e com isto melhorar a
estimativa do IPM.

Zhu et al. (2006) demostraram que € possivel determinar o estagio larval de
Chrysomya rufifacies pelos seus perfis quimicos cuticulares, tendo importante
implicagdo, portanto, na determinagdo do IPM. Resultados semelhantes foram
conseguidos por Moore et al. (2013) avaliando os compostos cuticulares do
caliphorideo, Lucilia sericata e Xu et al. (2014) com larvas da mosca Aldrichina
grahami.

Todos estes resultados indicam que os perfis quimicos cuticulares sao
promissores para o0 uso aplicado nas pericias forenses, sobretudo para ajudar na
determinacdo da idade larval, fornecendo uma estimativa mais rapida, sobretudo do
IPM.

Outras amostras que podem ser usadas para fornecer dados importantes para
ajudar a responder perguntas em pericias criminais sdo as fornecidas pelos puparios
vazios. De acordo com (Ye et al. 2007) pupas de moscas podem permanecer no local
do crime por anos e ainda fornecer informagdes. As pupas muitas vezes podem ser o
unico vestigio em uma cena de crime (Frere et al. 2014).

Ye et al. (2007) relatam que por meio dos compostos quimicos de puparios seja
possivel distinguir seis espécies de moscas varejeiras. Zhu et al. (2007) em laboratério e

Zhu et al. 2017 com experimentagdo em campo, por outro lado, avaliaram se o tempo de
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exposicdo ao ambiente pode afetar a composicdo quimica de puparios, e puderam
concluir que a degradacdo dos HCs é regular e altamente previsivel, o que pode fornecer
dados sobre o tempo de ocorréncia do crime, portanto, com uma importante aplicagéo
forense. Frere et al. (2014) encontraram resultados similares usando amostras de
exuvias de pupas da mosca Hydrotaea aenescens. E ainda de forma aplicada, amostras
de pupérios vazios foram utilizados para ajudar a solucionar um crime prescrito a varios
anos em Minas Gerais por Braga et al. (2016). E por fim, Moore et al. (2017) conseguiu
determinar a idade dos puparios das espécies em estudo durante um periodo de nove
meses. Estes resultados sdo de extrema importancia, visto que em casos avan¢ados de
decomposic¢do s6 sdo encontrados exuvias de pupas ao redor do cadaver.

Outra opgdo para a utilizagdo dos insetos em casos achados de corpos além das
exuvias de pupas encontradas préximas ao corpo, sdao os adultos recém emergidos.
Estudos deste tipo foram desenvolvidos por Pechal et al. (2014), os quais analisaram a
idade de duas espécies de moscas recém emergidas (C. macellaria e C. rufifacies), e
seus resultados mostraram diferenca significativa entre o perfil quimico das espécies
estudadas. Estes resultados sao promissores, pois podem ser utilizados para aumentar a
acuracia da estimativa do IPM. E com adultos recém emergidos Bernhardt et al. (2017)
avaliaram apenas um hidrocarboneto cuticular, o alcano pentacosano (C25) e sua
variacdo quantitativa nas pernas em duas espécies de moscas desde o 1° até o 20° dia
apos emergéncia e concluiram que a variacdo quantitativa teve um aumento linear com
0 passar do tempo. Desta forma os autores colocam que 0 C25 pode ser uma ferramenta
promissora para a estimativa da idade de moscas adultas.

Portanto, o uso dos compostos cuticulares de insetos de importéncia forense
veem se mostrando promissor, uma vez que amostras de diferentes estagios de
desenvolvimento do inseto podem ser Uteis para identificacdo das espécies,
determinacdo do local, tempo de exposicdo do cadaver, entre outras informacdes que
possam ser cruciais para dar suporte em laudos de médicos legistas e patologistas
forenses, visto que dados entomoldgicos sdo uma alternativa muito confiavel,
principalmente em corpos em estagio de decomposicdo mais tardio (Kashyap & Pillai
1989).
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OBJETIVO GERAL

Embora os HCs venham sendo sistematicamente utilizados como ferramenta
util e confiavel para fornecer dados para serem utilizados em pericias forenses, ainda
sd0 poucos os estudos desenvolvidos com amostras de espécies de nosso pais. Assim, 0
objetivo geral deste estudo foi avaliar como os compostos cuticulares de diferentes
amostras de Chrysomya megacephala podem ser usados de forma aplicada para

fornecer informacdes Uteis e ageis para as pericias forenses.
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HIPOTESES

v Sera possivel determinar o perfilquiotaxdbnomico e a variacao intraespecifica da

mosca varejeira de importancia forense C. megacephala?

v Sera possivel distinguir pupérios proveniente de diferentes ciclos de oviposi¢do

da mosca varejeira C. megacephala por meio de seus compostos quimicos cuticulares?
v Serd que a técnica de FTIR-PAS serd util para averiguar diferengas do perfil

cuticular dos diferentes estagios de desenvolvimento da mosca Chrysomya

megacephala de duas populacdes distintas?
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RESUMO
Insetos necr6fagos como moscas varejeiras (Diptera: Calliphoridae) sdo considerados
cruciais em entomologia forense. A identificacdo a nivel de espécie e determinacdo do
estagio larval sdo a base para a estimativa do Intervalo Pés-Morte (IPM). Evidéncias de
insetos também podem ser usadas na determinacdo de cenas de crime j& que o
deslocamento do corpo é comum. O objetivo deste estudo foi determinar o perfil
quimiotaxonémico e variabilidade intraespecifica da mosca varejeira de importancia
forense Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794). Os adultos foram coletados nos
municipios de Dourados-MS (Brasil) e Rio Claro-SP (Brasil) e em seguida, transferidos

para laboratorio para oviposi¢cdo e desenvolvimento dos estagios imaturos. A analise
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quimica dos compostos cuticulares foi realizada por cromatografia gasosa. Os perfis
quimicos cuticulares variaram significativamente entre as duas populagdes, bem como
entre os estdgios de desenvolvimento, suportando o uso destes compostos como uma
ferramenta complementar para ajudar a identificar a espécie e seus estagios, juntamente
com a variabilidade geogréafica. Isto poderia acelerar investigac@es forenses, eliminando
a necessidade de permitir que as larvas de mosca se desenvolvam até a fase adulta, a fim
de confirmar a identidade da espécie e origem das amostras.

Palavras-chave: Hidrocarbonetos cuticulares, intervalo pds-morte, estagios de

desenvolvimento.
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INTRODUCAO

Insetos necrofagos sdo considerados cruciais em entomologia forense, pois eles
s80 0s principais participantes no processo de decomposicdo de cadaveres (Smith 1986).
Eles sdo valiosos indicadores forenses e evidéncias entomoldgicas coletadas na cena do
crime podem ser usadas para ajudar em casos legais (Oliveira-Costa 2011). Estes
insetos incluem as moscas varejeiras (Diptera: Calliphoridae), que sdo tipicamente
encontradas em todos os tipos de carcagas, inclusive humanas (Nuorteva 1977) e séo
frequentemente os primeiros insetos a localizar o recurso e colocar ovos (Smith 1986,
Amendt et al. 2004). Portanto, embora as condi¢fes ambientais possam influenciar o
tempo de colonizacdo por estas moscas varejeiras nas carcacas (Oliveira-Costa 2013)
elas sdo consideradas os indicadores mais precisos do Intervalo Pdés-Morte (IPM)
(Benecke 1998, Huntington et al. 2007, Zhu et al. 2007, Xu et al. 2014).

Insetos necréfagos sdo valiosos indicadores forenses para estimativa do tempo
decorrido entre a colonizacdo e a decomposicao total, permitindo o uso de evidéncias
entomoldgicas coletadas em cenas de crime (Jordaens et al. 2013). Entretanto, sua
utilidade para estimar o IPM sr d& com a identificacdo precisa a nivel de espécie, pois a
duracdo do ciclo de vida varia de acordo com a espécie (Smith 1986, Oliveira-Costa
2011, Jordaens et al. 2013).

Na maioria dos casos, insetos que podem fornecer pistas sobre um crime ainda
estdo no estdgio imaturo, tornando a identificacdo por métodos morfoldgicos
tradicionais dificil e imprecisa (Greenberg 1991). Por exemplo, individuos no estagio de
terceiro instar larval apds alimentacdo, tem uso limitado para determinacdo do IPM
porque o comprimento do corpo diminui com o desenvolvimento, como no caso da
mosca Chrysomya rufifacies (Macquart 1843) (Zhu et al. 2006).

Além disso, ndo existem chaves de identificacdo disponiveis que abranjam todos
os estagios larvais de Diptera com importancia forense (Stevens e Wall 2001), e as
chaves existentes sdo muito especificas de determinadas regides (Erzinglioglu 1985,
Wells et al. 1999, Holloway 1991, Szpila 2010, Velasquez et al. 2010). A identificacdo
incorreta destes insetos pode causar estimativas de IPM imprecisas devido a
variabilidade em taxas de crescimento espécie-especificas (Moore et al. 2014). Em
muitos casos é necessario permitir que as formas imaturas se desenvolvam até o estagio

adulto e entdo identificar ou confirmar a espécie (Szpila 2010).
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Outro fator diz respeito a condicdo ruim de muitas amostras que muitas vezes
tém partes anatdmicas faltando ou deformadas tornando quase impossivel identificar a
espécie pelos métodos taxondmicos tradicionais baseados unicamente em caracteristicas
especificas de cada espécie (Wells e Sperling 2001).

A identificacdo a nivel de espécie e determinacdo do estagio larval sdo a base
para estimativa do IPM. Medidas corporais e analise das fendas espiraculares sdo usadas
para identificar os instares larvais, embora essas analises sejam viaveis apenas para
alguns grupos; em outros grupos, a determinacdo dos instares é feita medindo-se o
comprimento total ou 0 comprimento da capsula cefalica (Oliveira-Costa 2013).

Outro aspecto importante da analise forense é a determinacdo do local onde o
crime ocorreu. Informacdes sobre 0 movimento de corpos da cena do crime podem ser
obtidas quando as espécies encontradas no cadaver ndo sdo comuns na area onde o
corpo foi encontrado e isto requer o conhecimento da distribuicdo geogréafica e ecologia
de insetos necrofagos (Catts e Haskell 1991, Pujol-Luz et al. 2008). De acordo com
Centeno et al. (2002) informacdes baseadas na distribuicdo geografica e habitat natural
das espécies coletadas na cena da morte tornam possivel identificar o local onde o crime
ocorreu. A variacdo geografica determina a ocorréncia de uma espécie, devido a sua
adaptacdo a um determinado ambiente (Ridley 2006).

Considerando todos estes fatores, um método capaz de fornecer uma
identificacdo rapida e precisa de espécies, mesmo em estagios larvais, seria vantajoso
para estimativa do IPM e do local onde ocorreu a morte em investigacbes criminais
(Roux et al. 2006). A identificacdo de marcadores bioquimicos representa uma nova
ferramenta que poderia auxiliar na identificacdo de espécies (Xu et al. 2014).
Compostos quimicos presentes na cuticula rica em hidrocarbonetos de insetos tem sido
usados para identificacdo ou confirmacgdo de espécies (Roux et al. 2006, Ye et al. 2007,
Guillem et al. 2012). Hidrocarbonetos cuticulares (HCs) cobrem a epicuticula dos
insetos, juntamente com outros compostos incluindo ésteres, alcoois, acidos graxos,
parafinas, acilglicerideos, fosfolipideos e glicolipideos (Lockey 1988). A fungdo
primaria de tais compostos € impedir a desidratacdo (Lockey 1988) mas eles também
sdo usados pelos insetos para sinalizagdo em interacBes interespecificas e
intraespecificas (Ebbs e Amrein 2007).

Sabe-se que estes compostos podem variar qualitativamente e quantitativamente
na cuticula dos insetos por influéncia tanto de fatores genéticos (Howard e Blomquist
2005, Badhe et al. 2006) quanto ambientais (Toolson e Kuper-Simbron 1989, Gibbs et
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al. 1997, Roux et al. 2008). Consequentemente, variaces destes compostos na cuticula
dos insetos podem ser usadas para propoésitos taxondémicos (Roux et al. 2006) e
mapeamento biogeogréfico. Diferencas significativas entre compostos presentes na
cuticula foram relatadas por Pechal et al. (2014) estudando a composi¢cdo quimica
cuticular das moscas Cochliomyia macellaria e C. rufifacies e por Roux et al. (2006) em
investigacbes com Calliphora vomitoria, Calliphora vicina e Protophormia
terraenovae. Jallon e David (1987) avaliaram oito espécies do subgrupo Drosophila
melanogaster e identificaram variacdes geogréaficas importantes nos hidrocarbonetos em
populacdes de D. melanogaster e Drosophila simulans. Em estudos utilizando
espécimes de Chrysomya bezziana (Villeneuve 1914) (Brown et al. 1998) e
Phlebotomus ariasi (Tonnoir 1921) (Kamhawi et al. 1987) foi observado que estes
insetos poderiam ser agrupados de acordo com suas localizagGes geograficas com base
em diferencas na composi¢éao cuticular.

Também sabe-se que a composicdo cuticular de um inseto pode mudar
quantitativamente e qualitativamente de acordo com a idade e/ou estagio de
desenvolvimento (Zhu et al. 2006, 2007). Isto ocorre pois 0 ambiente externo pode
mudar dramaticamente para um inseto durante o curso de seu ciclo de vida, e seu estado
bioquimico e fisiol6gico pode variar de forma semelhante. Consequentemente, estes
fatores podem influenciar as quantidades e numeros de compostos cuticulares (Armold
e Regnier 1975). Por exemplo, Goodrich (1970) examinou os compostos cuticulares de
pupas e adultos da mosca varejeira Lucilia cuprina (Weidemann 1830) e encontrou
diferencas qualitativas e quantitativas entre esses estagios. Entretanto, tem existido
relativamente poucas investigagbes sobre a taxonomia quimica de insetos com
importancia forense. Estudos que podem ser destacados a respeito da variacdo na
composi¢do de HCs de imaturos de moscas necréfagas incluem os de Ye et al. (2007),
Zhu et al. (2007), Roux et al. (2008), Moore et al. (2013, 2014) e Xu et al. (2014).

Uma vez que os HCs podem ser usados como ferramentas valiosas para ajudar a
otimizar os procedimentos forenses, o objetivo deste estudo foi determinar o perfil
quimiotaxonémico e a variacao intraespecifica destes compostos na mosca varejeira de

interesse forense Chrysomya megacephala (Fabricius 1794).

MATERIAL E METODOS
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Coleta das Amostras

Moscas varejeiras adultas foram coletadas de duas populagdes distintas: uma no
municipio de Rio Claro (Sdo Paulo - Brasil), no campus da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (22° 22* S, 47° 32’ O), e outra no municipio de
Dourados (Mato Grosso do Sul - Brasil), no campus da Universidade Estadual de Mato
Grosso do Sul (22° 11° S, 54° 55° 0). A distancia entre as populagGes é de 914 km.

As armadilhas usadas foram feitas com garrafas PET de 2 litros, nas quais foram
colocadas iscas atrativas que consistiam de bife e visceras de porco em estagio
avancado de decomposicdo (Moretti et al. 2008). As armadilhas eram suspensas em
galhos de arvores, 1,5 m acima do solo, com exposi¢do prolongada a luz solar.

Individuos adultos foram transferidos para o Laboratério de Ecologia
Comportamental (LABECO) na Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, apds
selecdo e identificacdo, de acordo com Carvalho e Mello-Patiu (2008). As moscas foram
entdo colocadas em gaiolas de criagdo de 40 cm? e mantidas em incubadora sob
condicdes controladas de temperatura de 27 + 1 °C, com fotoperiodo de 12:12 (C:E) h.
Vinte espécimes de cada populacdo nessa condicdo foram separados e alimentados com
acucar e agua ad libitum. Carne moida crua foi usada como substrato para oviposic¢ao.

Apos a oviposicao, foi utilizado um pincel fino para separar os ovos em lotes
colocados em recipientes de vidro de 300 ml cobertos com organza. A proporgdo usada
foi ~0,05 g de ovos para 200 g de carne moida. Apos as larvas atingirem a fase de pos-
alimentacdo, elas foram transferidas para outro recipiente de vidro com 500 ml de
capacidade, ao qual foi adicionado 250 ml de serragem seca como substrato para
pupacao.

Analise das amostras por Cromatografia Gasosa - Espectrometria de
Massas (CG-EM)

Todas as amostras utilizadas para a analise eram da geracdo F1. Cada estagio de
desenvolvimento foi separado para analise, utilizando um numero suficiente de
amostras para 10 repeticdes (n = 10). Para cada repeticdo foi utilizado um numero
amostral equivalente a massa corporal de um adulto (0,054 + 0,008 g).

Os ovos amostrados foram coletados ~8 h apds oviposicdo. As larvas de
primeiro instar foram coletadas no primeiro dia apds ecloséo, quando havia apenas uma
Unica fenda espiracular; as de segundo instar no segundo dia, quando haviam duas

fendas espiraculares; as de terceiro instar no terceiro dia, quando haviam trés fendas
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espiraculares (Oliveira-Costa 2011); as pupas no sétimo dia e os adultos no décimo
terceiro dia.

Para a analise de compostos cuticulares de todos os estagios de
desenvolvimento, as extracbes foram feitas dos individuos inteiros, sem qualquer
fixador. Cada amostra foi imersa por 2 min em um recipiente de vidro com 2 ml de
hexano. Apds a remocdo do solvente as amostras foram secas em capela de exaustéo e
mantidas em congelador por até 30 dias. Para a anélise cromatogréafica cada extrato foi
solubilizado em 200 ul de hexano (Tedia, grau HPLC).

As amostras foram analisadas usando cromatdgrafo gasoso (GC-2010 Plus,
Shimadzu, Kyoto, Japao), com uma coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m de
comprimento, 0,25 mm de diametro e 0,25 pm de espessura, 5% fenil 95%
dimetilpolisiloxano; J&W, Folsom, CA). As condicbes de andlise foram: volume de
injecdo de 1 pl; modo splitless; temperatura do forno comegando em 150 °C,
alcancando 300 °C a uma taxa de 3 °C min™ e permanecendo na temperatura final por
10 min. A temperatura do injetor foi de 220 °C, e as temperaturas do detector e linha de
transferéncia foram 250 e 200 °C, respectivamente. O espectrometro de massas foi
operado usando voltagem de ionizacdo por impacto de elétrons de 70 eV, m/z 45-600, e
0,3 s de intervalo de varredura.

Os compostos foram identificados a partir dos indices de retengdo (Van den
Dool e Kratz 1963), usando uma mistura de alcanos lineares (C14-C3s, Sigma-Aldrich,
pureza > 90%) como referéncia externa, considerando os tempos de retencéo relatados
na literatura (Brown et al. 1991, Zhu et al. 2006, Moore et al. 2014, Weiss et al. 2014,
Bonelli et al. 2015). Os espectros de massa obtidos para as amostras foram comparados
com as bases de dados NIST 21 e Wiley 229.

Anélise Estatistica

Foi utilizada a analise de fungéo discriminante para avaliar a variabilidade dos
compostos cuticulares nas duas populac@es e diferentes estagios de desenvolvimento.
Foram utilizadas as areas relativas obtidas para 0s compostos a partir das analises
cromatograficas. A estatistica Wilks’ lambda foi usada como medida de diferenga entre
0s grupos, com valores proximos de 0 indicando que ndo ha sobreposi¢do dos grupos,
enquanto valores préoximos de 1 indicam sobreposi¢do consideravel entre 0os grupos e
consequentemente falta de diferencas significativas entre eles (Manly 2008). Estes
procedimentos foram realizados usando os pacotes Statistica 7 e Systat 11.
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Para avaliar a relacdo entre o perfil quimico das amostras das duas populacdes,
um método de agrupamento foi aplicado utilizando a distancia euclideana e o método
UPGMA (Unweightd Pair-Group Method using Arithmetic Averages) para realizar um
dendrograma de dissimilaridade usando o software estatistico R. O coeficiente de
correlacdo cofenética foi usado para avaliar se o dendrograma refletiu a matriz de
similaridade, com 0,75 adotado como valor minimo de qualidade do dendrograma
(MacGarigal et al. 2000).

RESULTADOS

As amostras da populacdo de Dourados apresentaram 113 picos
cromatograficos, com picos identificados correspondendo a 73,05% da area total.
Amostras da populagdo de Rio Claro apresentaram 125 picos, com picos identificados
correspondendo a 64,23% da area total.

Foi possivel identificar 98 compostos nas amostras, com 76 presentes na
populacdo de Dourados e 74 na populacdo de Rio Claro. Os comprimentos de cadeia
dos hidrocarbonetos foram de Ci7 a Css (Dourados), e de Cy7 a Css (Rio Claro). 52
compostos foram compartilhados pelas duas populagdes, 24 foram exclusivos da
populacdo de Dourados, e 22 foram exclusivos da populacdo de Rio Claro. Os
compostos nas amostras incluiram alcanos ramificados, alcanos lineares, e alcenos
(nesta ordem de importancia, considerando 0s numeros de compostos e suas
concentragdes relativas). O estagio de pupa da populacdo de Dourados foi uma excecao,
com os alcenos sendo mais importantes do que os alcanos ramificados (Tabelas 1 e 2;
Figs. 1 e 2).

No geral, 89 compostos estavam presentes no estagio de ovo, 90 no primeiro
instar, 89 no segundo instar, 93 no terceiro instar, 83 em pupas, € 90 em adultos
(Tabelas 1 e 2).

Destes compostos, 28 estavam presentes em todos os estagios de
desenvolvimento na populacdo de Dourados e 48 em todos o0s estagios de
desenvolvimento na populacéo de Rio Claro. Os compostos variaram de acordo com 0
estagio de crescimento e populagdo, e alguns compostos ocorreram exclusivamente nos

estagios de ovos e adultos (Tabela 1 e 2). A aplicacdo da analise discriminante revelou
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diferencas significativas entre amostras de Dourados (Wilks’ lambda = 0,000; F =
17,11; P <0,001) e Rio Claro (Wilks’ lambda = 0,000; F = 5,31; P <0,001).

Os compostos 5-MeCy7, Cig, € Cy (Tabela 1 e Fig. 3) foram os mais
significativos para a separacdo dos grupos nas amostras de Dourados, enguanto 5-
MeCj7, 9-MeC;;, e Cy» (Tabela 2 e Fig. 3) foram os mais significativos no caso das
amostras de Rio Claro. A analise de agrupamento (coeficiente de correlagdo cofenética
de 0,95) mostrou a relagdo entre as amostras de cada estagio e entre as duas populagdes

(Fig. 3).

DISCUSSAO

Os HCs identificados nas amostras de Dourados e Rio Claro variaram de Cy7 a
Css e de Cy7 a Caz, respectivamente (Tabelas 1 e 2). A ordem de importancia (em termos
quantitativos) foi alcanos ramificados > alcanos lineares > alcenos. A mesma ordem de
importancia foi encontrada por Brown et al. (1998) para compostos cuticulares em
populacbes de C. bezziana; por Xu et al. (2014) em estdgios larvais de Aldrichina
grahami (Aldrich 1930); e por Moore et al. (2014) em trés espécies de moscas
varejeiras. Zhu et al. (2006) identificaram HCs com comprimentos de cadeia C,;-Cs,
bem como alcenos na mosca varejeira C. rufifacies. Xu et al. (2014) encontraram HCs
com comprimentos de cadeia C;;-Cs; em instares larvais da mosca A. grahami.
Golebiowski et al. (2012) identificaram alcanos lineares C,1-C3; em diferentes estagios
de Lucilia sericata (Meigen 1826).

Os resultados revelaram diferencas qualitativas e quantitativas entre amostras
das duas populacGes (Tabelas 1 e 2). A analise de agrupamento demonstrou a separa¢do
das amostras dessas duas populacoes (Fig. 3). Sabe-se que diferencas entre populagoes
dependem das distancias geograficas envolvidas, as quais influenciam o grau de
isolamento e em alguns casos impedem o fluxo génico entre populagdes (Jallon e David
1987).

Diferencas também podem ocorrer devido as diferentes pressdes ambientais as
quais as populacdes sdo expostas (Service et al. 1985). Howard e Blomquist (2005)
relataram que embora exista uma tendéncia para HCs serem especificos, populacfes que
sdo geograficamente separadas podem apresentar diferencas qualitativas e/ou

quantitativas em suas composicdes cuticulares, dependendo de fatores genéticos bem
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como condices ambientais. Diferencas quantitativas foram identificadas na
composicdo cuticular de adultos de diferentes populagdes de Schistocerca shoshone
(Thomas 1873) (Chapman et al. 1995), C. bezziana, e Hydrotaea aenescens
(Wiedemann 1830) (Carlson et al. 2001). Em estudos com populacbes de Coptotermes
formosanus (Shiraki 1909) (Haverty et al. 1990) e Gryllotalpa gryllotalpa (L. 1758)
(Broza et al. 1998), concluiu-se que diferencas na composi¢éo de HCs entre populac6es
ndo eram indicativas da existéncia de duas espécies, mas refletiam a variabilidade
geografica influenciada por fatores ambientais.

Os resultados mostraram maior percentual de compostos mais leves na
populagédo de Rio Claro (Tabela 1), comparado com as amostras de Dourados (Tabela
2), 0 que poderia ser explicado pelas diferentes condi¢cdes ambientais. A temperatura
média e umidade relativa as quais uma populacdo de moscas estd exposta podem ser
decisivas, pois condi¢cdes quentes e secas levam a uma perda de compostos mais leves
que sdo facilmente volatilizdveis. Wagner et al. (2001) encontraram que fatores
ambientais afetaram a composi¢do de HCs com maiores niveis de alcanos em climas
mais quentes, comparado com climas mais Umidos. A temperatura é um dos fatores
ambientais mais importantes que afetam populacdes de moscas. Temperaturas mais
altas causaram desenvolvimento mais rapido em larvas de A. grahami bem como
alteracOes no perfil de HCs (Xu et al. 2014).

No caso da espécie investigada neste estudo, houve diferencas qualitativas e
quantitativas nos compostos encontrados nos estagios imaturos e adultos (Tabelas 1 e
2). As diferengas poderiam ser consideradas marcadores dos estagios de
desenvolvimento e provavelmente deram-se devido a diferencas na dieta ja que adultos
se alimentaram essencialmente de carboidratos, enquanto estdgios imaturos
alimentaram-se exclusivamente de proteinas provenientes de carcagas em decomposi¢do
(Kamal 1958, Putman 1977, Zucoloto 1987). Pode-se observar nas Figs. 1 e 2 que tanto
a porcentagem quanto o numero de compostos variaram entre os diferentes estagios de
desenvolvimento das amostras das duas populagdes, como relatado anteriormente por
Armold e Regnier (1975) para HCs de populagdes de Sarcophaga bullata (Parker
1916).

As concentragdes e numeros de alcanos ramificados foram em geral mais altos
em adultos comparado com o0s estagios imaturos e pupas. Além disso, houve maior
namero de HCs de cadeia longa em adultos comparado com estagios imaturos,

especialmente na populacdo de Dourados. Zhu et al. (2006) encontraram que 0s niveis
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de hidrocarbonetos de cadeia longa aumentaram com a progressao dos estagios de
desenvolvimento da mosca varejeira C. rufifacies. Mudangas na quantidade de
compostos cuticulares durante a progressdo dos diferentes estagios de desenvolvimento
poderiam ser atribuidas a diferencas no comportamento de alimentacdo e pOs-
alimentacéo, ja que pupas e adultos habitam ambientes mais secos e, portanto, requerem
maior impermeabilizacdo da cuticula (Armold e Regnier 1975, Zhu et al. 2006). No
presente caso, 0 composto C,7; ocorreu em maiores niveis em adultos, enquanto 0 Cyg
estava presente em maior concentracdo em ovos, larvas (primeiro e terceiro instares) e
pupas, o que poderia refletir as diferencas destacadas acima. No entanto, Zhu et al.
(2006) encontraram que a concentracdo de hidrocarbonetos de cadeia mais curta foi
maior em larvas de C. rufifacies mais jovens do que trés dias de idade. No estudo
pioneiro sobre a composic¢do cuticular de moscas Goodrich (1970) relatou maiores
niveis dos alcanos lineares C,7 e Co9 em adultos e pupas de L. cuprina.

A presenca de alcanos lineares reflete a construcdo de barreiras para impedir a
perda de &gua (Armold e Regnier 1975). As cuticulas de larvas sdo menos
esclerotizadas (Chapman 1992), por isso esses estdgios sdo mais suscetiveis a
desidratacdo, comparado com pupas e adultos. Entretanto, larvas se alimentam de
substratos relativamente Umidos o que fornece protecdo. Por outro lado, a pupa é um
estagio séssil; assim a protecdo contra desidratacdo é essencial ja que a pupa ndo pode
se mover para evitar exposicdo a ameacas, tais como luz solar ou baixa umidade relativa
(Armold e Regnier 1975). No caso especifico de carcacas que fornecem as larvas um
ambiente satisfatorio em termos de umidade relativa uma cuticula com nimeros e niveis
de compostos que conferem impermeabilidade pode ndo ser necessaria (Armold e
Regnier 1975). Diferentes micro habitats estdo presentes durante o curso dos estagios de
desenvolvimento (carcacas para as larvas e ambiente do entorno para o estdgio
seguinte), o que poderia explicar as diferentes composi¢des cuticulares dos diferentes
estagios (Xu et al. 2014).

A classe de compostos dos alcanos ramificados mostrou maiores numeros e
porcentagens em todos os estagios. Dani et al. (2001) e Lorenzi et al. (2011) destacaram
a fungdo de comunicagdo destes compostos. Esta classe de compostos inclui moléculas
complexas com maior potencial de codificar informagfes (LeConte e Hefetz 2008,
Blomquist e Bagnéres 2010). Além de fornecer uma barreira fisica, a conformagao
tridimensional desses compostos parece ser importante na sinalizagdo durante interagdes

interespecificas (Lommelen et al. 2006).
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Os alcenos geralmente apresentaram 0s menores nimeros e porcentagens mais
baixas (Figs. 1 e 2). Brown et al. (1998) identificaram menor concentracdo de alcenos
na composicao cuticular da mosca varejeira C. bezziana e resultados semelhantes foram
relatados por Ferveur e Jallon (1996) para D. melanogaster e por Rouault et al. (2004)
para D. simulans. Apesar de ocorrerem em niveis mais baixos do que outros compostos,
alcenos também parecem ser importantes para a troca de sinais durante a comunicagdo
quimica (Gibbs 2002). De acordo com Trabalon et al. (1992), alcenos podem sinalizar o
sexo do individuo e s6 ocorrem em fémeas de C. vomitoria. Carlson et al. (2001)
analisaram perfis de machos e fémeas de H. aenescens e concluiram que o dimorfismo
se torna mais evidente com a idade, com maior porcentagem de quatro alcenos em
machos com idade entre 4 e 8 dias.

O fato de alguns compostos estarem presentes apenas nos estagios de ovo e
adulto (Tabelas 1 e 2) deve-se provavelmente a transferéncia de compostos do adulto
para 0 0vo no momento da oviposicdo, explicando a maior similaridade quimica entre
estes estagios (Fig. 3). Isso pode estar relacionado a observacdo de que ovos de moscas
sdo geralmente agrupados de acordo com o comportamento mediado por feromonios,
por meio dos quais as fémeas sdo encorajadas a depositar ovos em locais proximos a
ovos de outras fémeas da mesma espécie, formando massas de ovos (Norris 1965,
Hanski 1987). Além disso, Esser (1990) e Yang e Shiao (2012) encontraram que a
oviposicdo de C. megacephala foi estimulada pela presenca de compostos quimicos
liberados durante esse processo, associado as massas de ovos recém depositados.

O fato de que os perfis quimicos diferiram significativamente entre as duas
populacbes consideradas no presente estudo, bem como entre 0s estagios de
desenvolvimento, suporta a possibilidade de uso destes compostos como uma
ferramenta para auxiliar na identificacdo de seus estagios, juntamente com diferencas
geograficas. Portanto, o uso destes compostos poderia acelerar substancialmente as
investigacOes forenses (Brown et al. 1992, 1998, Zhu et al. 2006, Pechal et al. 2014).
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TABELAS

Tabela 1. Porcentagem de hidrocarbonetos cuticulares em diferentes estagios de

desenvolvimento de Chrysomya megacephala na populacdo de Dourados-MS.

Compostos CLE Ovo 1° Instar 2° Instar 3° Instar Pupa Adulto
Proporgéo (% + Desvio Padréo)

5-MeC17% 1756 0.23+0.41 0.53+0.26 0.32+£0.27 0.57+0.54 0.25+0.14 ND
n-C18*f 1800 0.07+0.10 0.14+0.05 0.06+0.04 0.09+0.14 0.17+0.05 TR

3- MeC18* 1875 4.57+4.57¢ 2.50+2.60 9.66+11.44+ 2.64+3.30 8.59+6.92+  0.10+0.04
C19:1* 1893 0.46+0.27 0.43+0.37 0.14+0.08 0.46+0.36 3.97+1.26¢ 0.06+0.13
C19% 1900 0.19+0.13 0.18+0.08 0.16+0.10 0.15+0.15 0.31+0.13 ND
2-MeC19* 1960 3.79+7.40- 17.60+4.35¢ 10.32+6.63¢ 12.01£7.95¢ 0.52+0.29 TR
C20:1%1 1983 0.57+0.81 0.99+1.26 1.37+2.61 1.28+2.62 2.38+2.97 TR
n-C20% 2000 0.53+0.18 0.60+0.50 1.10+0.51 0.83+0.54 0.50+0.38 ND

5- MeC20*} 2050 0.69+0.36 0.78+0.65 0.23+0.13 0.85+0.65 5.21+1.68+  0.12+0.22
Heneicosadiene# 2067 ND 0.32+0.26 ND ND ND ND
3-MeC20t 2075 0.27+0.26 ND 0.23+0.32 0.15+0.41 0.59+0.42 ND
C21:1* 2098 1.28+0.58 1.94+1.30 1.36+0.84 1.18+1.27 5.47+2.72¢ TR

c21* 2100 2.25%1.00 4.14+2.54+ 5.27+4.40¢ 2.88+2.49 9.76+£3.20¢ TR

9- MeC217% 2139 2.25+4.82 25.12+7.83¢ 18.03+£13.19- 27.01£17.82¢ 0.13+0.11 ND
Tricosadienet 2163 TR 1.05+0.53 0.95+0.57 1.34+0.85 ND ND

2- MeC21% 2170 0.69+0.32 7.04+9.65¢ 3.9243.11- 5.47+3.12¢ 0.20£0.10 ND
n-C22% 2200 0.35%0.22 0.10+0.13 0.31+0.37 0.46+0.67 0.48+0.24 ND
3,7-;3,9-DiMeC21*} 2205 0.85+0.47 0.97+0.84 0.38+0.22 1.10+0.88 6.34+2.05¢ 0.15+0.27
Heptadecan-4-olide} 2212 ND 0.10+0.19 ND ND TR ND
C23:1* 2278 1.29+1.39 2.08+£1.90 1.83+£3.01 1.98+2.93 2.85+£2.97 TR
n-C23* 2300 0.31%0.18 1.10+0.30 1.20+0.61 1.11+0.81 0.34+0.14 TR
7-;9-;11- MeC23 2339 ND 0.50+0.31 0.46+0.31 0.53+0.45 ND ND

5- MeC237 2349 ND TR TR ND TR ND

3- MeC23 2367 ND 0.24+0.06 0.11+0.08 0.14+0.14 ND ND
C24:11 2389 ND TR 0.12+0.10 0.15+0.06 TR ND
n-C24* 2400 0.94+0.62 0.68+0.33 1.36+0.91 1.01+0.97 0.83+0.33 TR
X-MeC24*+ 2422 1.14+1.35 1.23+1.47 1.84+3.02 2.26+3.51 3.09+3.15¢ TR
11-;10-;9-MeC2471 2434 ND 0.19+0.09 0.21+0.12 0.05+0.05 0.32+0.13 TR
9-C25:11# 2473 ND 0.23+0.07 ND ND ND ND

7- C25:1% 2480 ND 1.47+0.68 1.90+0.84 0.75+0.55 ND ND
n-C25* 2500 0.20+0.11 1.64+0.49 2.31+0.70 1.61+1.12 0.15+0.07 0.21+0.10
13-;11-;9-MeC25 2535 0.28+0.16 0.27+0.09 0.20+0.14 TR ND 0.49+0.20
7- MeC25 2542 ND TR 0.12+0.10 0.07+0.07 ND TR

5- MeC25* 2552 0.82+0.74 0.61+0.18 0.90+0.57 0.58+0.46 0.73+0.36 TR
11,15-DiMeC25*t 2565 1.23+1.46 1.15+1.36 1.90+2.68 2.67+4.21 2.97+2.99 0.05+0.06
n-C26* 2600 0.19+0.13 0.13+0.05 0.26+0.28 0.29+0.38 0.14+0.06 0.25+0.12
12-;13-;14- MeC260 2632 0.57+0.24 ND ND ND ND 1.43+0.25
SMeC26*+ 2648 0.40+0.23 0.46+0.40 0.16+0.10 0.54+0.44 3.65+1.20¢ 0.07£0.13
2- MeC26 2657 ND 1.05+0.58 1.46+0.65 0.37+£0.22 ND 7.37+2.30¢
C27:1 2672 4.59+1.97¢ 0.92+0.34 0.89+0.35 0.34+0.20 ND 0.06+0.06
n-C27* 2700 3.10+0.96+ 0.81+0.38 1.26+0.65 0.73+0.57 0.46+0.50 10.18£2.79¢
X, y-DiMeC27* 2705 1.14+1.47 0.89+1.00 1.31+2.10 2.50+4.53 2.39+2.44 0.05+0.06
11;13-MeC27* 2732 9.02+3.57¢ 0.33+£0.05 0.27+0.17 TR ND 26.54+4.40¢
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7-MeC27# 2742 ND ND ND ND ND
5-MeC27* 2756 TR ND 0.05+0.07 0.09+0.09 TR
11,15-DiMeC2710 2758 1.00+0.47 ND ND ND ND
11,17-,9,17-DiMeC27* 2771 0.22+0.10 0.07+0.06 0.15+0.10 TR 0.06+0.12
x,y-DiMeC27 2780 0.04+0.07 0.12+0.09 0.56+0.56 0.21+0.17 ND
C28:1*t 2790 0.22+0.10 0.27+0.25 0.05+0.06 0.25+0.27 2.07+0.70
n-C28* 2800 0.47+0.15 TR 0.35+0.63 0.18+0.26 0.12+0.06
14-MeC28* 2831 3.31+1.91¢ 2.47+0.92 5.344+2.36¢ 3.47+3.17¢ 3.54+2.84¢
6-MeC28% 2844 0.79+1.15 0.48+0.62 0.75+1.28 1.93+4.11 1.50+1.74
2-MeC28 2861 17.89+5.92¢ TR ND ND ND
3-MeC280 2875 TR ND ND ND ND
C29:10 2890 0.91+0.35 ND ND ND ND
n-C29* 2900 4.75+1.66+ 0.20+0.08 0.66+0.53 0.30+0.26 0.29+0.28
11;13-MeC29* 2929 3.08+0.98- 0.14+0.10 0.13+0.11 0.12+0.14 0.96+0.34
9-MeC290 2939 0.10+0.10 ND ND ND ND
7-MeC297# 2948 ND ND ND ND ND
5-MeC290 2955 0.34+0.16 ND ND ND ND
9,15-DiMeC29# 2961 ND ND ND ND ND
3-MeC29t 2971 0.11+0.10 ND 0.06+0.09 ND ND
5,13-DiMeC29% 2979 0.54+0.70 0.26+0.34 0.32+0.64 1.28+3.03 0.75+0.98
n-C30 2997 0.22+0.08 ND 0.24+0.45 TR ND
14-MeC300 3027 0.14+0.11 ND ND ND ND
8,14-DiMeC30# 3053 ND ND ND ND ND
2-MeC300 3060 0.39+0.15 ND ND ND ND
C31:10 3083 0.25+0.33 ND ND ND ND
n-C31 3097 0.92+0.50 ND 0.34+0.40 0.30+0.35 ND
17-;15-;13-MeC31F 3123 3.28+1.96+ 2.17+0.58 2.63+1.18 1.94+1.50 ND
17-;15-;13-MeC310 3130 1.12+1.19 ND ND ND ND
9-;11-;13-;15-MeC31# 3137 ND ND ND ND ND
8,14-DiMeC311¢ 3152 0.43+0.19 ND ND ND ND
16-;14-MeC32# 3231 ND ND ND ND ND
15-;13-;11-MeC330 3327 0.69+0.28 ND ND ND ND
15-;13-;11-MeC33# 3350 ND ND ND ND ND

0.12+0.03
0.14+0.05
2.70+1.04
1.04+0.48
ND
0.09+0.13
1.18+0.35
2.09+0.32
ND
16.51+7.47¢
0.20+0.14
1.20+0.49
4.28+0.78
7.98+1.32¢
0.21+0.11
0.17+0.08
1.11+0.25
0.11+0.06
0.22+0.17
ND
0.12+0.05
0.52+0.18
0.07+0.05
2.18+0.65
0.05+0.08
0.31+0.19
ND
2.67+0.86
0.06+0.06
1.23+0.48
0.08+0.06
0.20+0.19
0.12+0.09

*= Compostos exclusivos dos estagios imaturos;

+= Compostos exclusivos;

#= Compostos presentes em todos os estagios de desenvolvimento;

0= Compostos exclusivos de ovos e adultos;

1= Compostos exclusivos de um unico estagio;

«= Compostos com concentra¢Ges maiores do que 3% para os diferentes estagios;
CLE=Comprimento de Cadeia Equivalente;

ND=Na&o detectado.

TR=Traco (<0.005%)
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Tabela 2. Porcentagem de hidrocarbonetos cuticulares em diferentes estagios de

desenvolvimento de Chrysomya megacephala na populagéo de Rio Claro-SP.

Compostos CLE Ovo 1° Instar 2° Instar 3° Instar Pupa Adulto
Proporgéo (% + Desvio Padrao)
5-MeC17 1756 ND 0.40+0.29 0.24+0.18 0.26+0.31 0.32+0.28 TR
3- MeC18* 1875 1.10+1.11 8.77+6.44+ 1.04£0.79 1.35+2.07 12.29+8.69+ 0.31+0.13
C19:1% 1893  0.18+0.21 1.44+1.21 0.26+0.29 0.12+0.16 1.00+0.77 ND
n-C19* 1900 TR 0.23+0.18 0.06+0.05 0.05+0.08 0.12+0.11 TR
2-MeC19* 1960 0.27+0.58 0.39+0.29 11.64+8.20¢ 2.52+2.96 0.31+0.29 TR
n-C20 2000 ND 0.18+0.33 TR TR 0.08+0.08 ND
C21:1* 2085 0.39+0.25 2.04+2.05 0.41+0.38 0.22+0.32 0.85+0.89 TR
n-C21* 2100 0.12+0.11 0.46+0.37 0.14+0.21 0.06+0.09 0.18+0.13 TR
9- MeC21 2139 ND 0.19+0.22 3.87+11.60 1.06+3.35 0.08+0.10 TR
2- MeC21* 2170  0.33+0.43 1.90+1.57 4.41£2.45¢ 7.31+8.80+  1.42+2.02 0.24+0.73
C22:1% 2199 ND 0.12+0.16 0.20£0.26 0.16+0.19 0.10+0.12 ND
n-C22* 2200 0.10+0.06 0.31+0.19 0.10+0.10 0.09+0.10 0.24+0.16 TR
2-MeC22*% 2273  0.05+0.08 0.35+0.27 TR 0.06+0.16 0.16+0.43 TR
C23:1* 2279  0.20+0.43 0.56+0.39 0.88+1.78 0.21+0.32 0.14+0.15 0.13+0.35
n-C23* 2300 0.31+0.33 0.87+0.42 0.63+0.49 0.78+0.90 0.78+0.60 0.05+0.03
7-,9-;11- MeC23 2339 ND ND 0.11+0.26 0.06+0.03 ND ND
3- MeC23% 2367 TR 0.56+1.41 0.43+0.27 0.51+0.55 0.08+0.11 ND
n-C24* 2400 0.19+0.14 0.76+0.56 0.43+0.46 0.21+0.24 0.56+0.37 0.05+0.05
n-C25* 2500 0.38+0.26 1.30+£0.94 1.71+0.91 2.14+1.84 1.47+1.97 0.50+0.20
13-;11-;9-MeC25* 2535 0.26+0.11 0.34+0.30 0.09+0.11 TR TR 0.26+0.09
7- MeC25 2542 ND ND TR 0.09+0.09 ND TR
5- MeC25* 2554  1.01+0.83 4.33+3.03¢ 1.93+3.14 0.69+0.85 4.63+4.24 0.10+0.03
3- MeC25*t 2568  0.50+1.08 0.64+0.78 1.49+2.70 0.3240.22 0.3040.32 0.35+0.60
n-C26* 2600 0.30+0.12 0.85+0.51 0.31+0.24 0.30+0.25 0.56+0.33 0.18+0.07
12-;13-;14- MeC26* 2637  0.60+0.24 0.09+0.11 TR TR TR 0.49+0.18
2- MeC26 2657 ND 0.19+0.36 1.17+0.65 1.29+1.29 TR ND
C27:1 2672 4.06+1.67 0.28+0.42 0.08+0.26 ND ND 3.60+1.74¢
n-C27* 2698 1.15+0.41 0.37+0.24 1.09+0.49 1.25+0.92 0.07+0.10 0.15+0.08
X, y-DiMeC27 2705  0.55+0.25 0.05+0.10 1.18+2.03 0.75+1.13 ND 0.53+0.27
X, y-DiMeC27*¥ 2713  5.42+5.96¢ 8.92+15.73¢ 3.00£1.81 5.5246.25¢ 5.10+4.00° 4.95+1.35
11;13-MeC27 2735 ND ND 0.38+0.79 0.37+£0.57 ND TR
X-MeC27t# 2737 ND ND ND ND ND TR
7-MeC27* 2742 6.81£2.57 0.76x0.56 TR 0.13+0.25 0.18+0.47 8.96+2.56¢
5-MeC27* 2756  0.12+0.03 0.07£0.11 0.09+0.15 TR 0.22+0.14 0.18+0.05
3-MeC27*f 2765  1.30+0.50 0.07+0.13 0.06+0.12 TR 0.09+0.08 2.17+0.69
X,y-DiMeC27* 2780 0.13+0.14 1.26+1.82 0.24+0.33 0.19+0.45 0.49+0.65 0.13+0.05
n-C28* 2800  0.86+0.30 1.16+1.08 0.39+0.37 0.44+0.51 0.92+0.28 0.76+0.13
14-MeC28* 2832  5.46+6.42 15.46£15.99¢ 5.93+3.35¢ 3.24+3.60° 10.71+10.86¢ 2.03£0.40
6-MeC28* 2845 0.58+1.18 0.70+0.94 1.39+2.92 0.15+0.17 1.010+1.21 0.31+0.68
2-MeC28* 2864  21.24+8.50¢ 0.23+£0.24 0.11+0.26 TR 0.24+0.15 19.83+4.96¢
3-MeC28* 2877  0.83+1.50 0.11+0.21 1.18+3.59 0.93+2.39 0.42+1.27 0.45+1.03
C29:10 2890  1.45x0.67 ND ND ND ND 1.65+0.69
n-C29* 2900  8.46+3.24e 7.32+6.49¢ 2.80£3.04 4.57+5.09+ 18.47+10.67¢ 5.07+1.15¢
11,13-MeC29* 2931  4.93+1.67¢ 1.40+3.43 0.39+0.68 1.12+2.13 0.94+2.31 9.20+1.01¢
9-MeC29* 2941  0.37%0.22 0.05+0.09 0.11+0.15 0.09+0.10 TR 0.45+0.24
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5-MeC29*
9,15-DiMeC29¢
13,17-DiMeC29*+
5,13-DiMeC29*
n-C30*
14-MeC30*
8,14-DiMeC30
2-MeC300

C31:1*
2,10-DiMeC3110
n-C31*
0013-MeC31:1%
17-;15-;13-MeC31*
9-;11;-;15-MeC31
7-MeC31%¢
5-MeC31t%
13,17-DiMeC31*}
9,17-,9,19-,9,21-
DiMeC317t
5,13-DiMeC31*}
C32:1%%

n-C32%*f
16-;14-MeC32*
2-MeC32+
n-C33*f
15-;13-;11- MeC33*
13,17-DiMeC33*}
9,19-; 9,21-; 9,23-
DiMeC33+%
n-C34+%
17-;13-MeC35+

2952
2958
2973
2980
3000
3030
3051
3060
3082
3094
3100
3119
3130
3136
3143
3149
3157

3166
3170
3173
3200
3231
3264
3300
3327
3354

3370
3400
3526

0.15+0.10
0.78+0.36
2.53+£3.63
0.35+0.79
0.51+0.20
0.46+0.30
0.11+0.22
0.50+0.29
0.31+0.82
0.49+1.25
3.16+1.71¢
ND
5.39+5.54¢
2.84+2.91
0.30+0.35
0.21+0.63
1.17+0.56

0.45+0.39

0.12+0.13
0.32+0.48
0.05+0.06
0.42+0.51
ND

0.06+0.10
1.70+1.46
0.23+0.28

0.13+0.18

0.23+0.45
ND

0.12+0.14
ND
6.32+7.87¢
0.51+0.92
0.99+1.27
0.27+0.57
ND

ND

TR

ND
2.08+2.92
ND
7.29+7.56¢
ND
0.07+0.17
1.07+2.42
0.18+0.42

0.08+0.24

0.04+0.11
0.97+1.35
0.64+1.03
0.32+0.80
0.06+0.18
0.09+0.15
1.39+2.06
0.42+0.34

0.23+0.28

0.21+0.39
0.05+0.12

TR

ND
1.88+2.66
0.41+0.84
0.43+0.47
0.09+0.23
ND

ND
0.10+0.22
ND
1.01+1.40
0.48+1.48
6.45+3.37¢
TR
0.11+0.14
0.07+0.22
1.05+2.06

ND

0.12+0.22
0.27+£0.34
0.25+0.41
0.20+0.42
ND

0.12+0.24
0.65+1.11
0.15+0.17

0.16+0.24

TR
TR

0.07+0.12
ND
4.30+£7.21
0.13+0.10
0.32+0.45
0.12+0.26
TR

ND
0.27+0.60
ND
2.19+2.90
TR
6.69+5.37¢
2.00+6.16
TR
0.11+0.19
0.14+0.40

TR

TR

1.50+2.56
0.08+0.17
0.11+0.25
TR

0.26+0.25
1.51+3.15
0.07+0.17

TR

TR
0.09+0.20

0.10+0.14
ND
1.94+3.13
0.22+0.45
0.87+0.68
0.14+0.32
TR

ND
0.10+0.20
ND
9.62+7.87¢
0.12+0.35
2.94+2.31
1.47+4.41
0.05+0.12
0.09+0.26
0.19+0.46

ND

0.06+0.11
0.89+2.42
0.22+0.35
0.07+0.15
ND
1.33+1.36
3.58+8.69¢
0.27+0.38

0.56+0.63

0.24+0.35
0.16+0.38

0.58+0.22
1.03+0.57
1.64+1.85
0.29+0.37
0.33+0.19
1.90+0.47
ND
4.21+1.47
TR
0.74+0.33
1.32+1.35
0.12+0.08
5.51+4.14¢
3.96+6.65
0.40+0.27
ND
4.21+1.04¢

0.07+0.12

0.15+0.11
0.42+1.20
0.07+0.22
0.81+0.30
0.21+0.15
0.05+0.16
2.030£1.75
0.95+0.52

ND

ND
0.06+0.11

*= Compostos exclusivos dos estagios imaturos;

= Compostos exclusivos;

#= Compostos presentes em todos os estagios de desenvolvimento;

0= Compostos exclusivos de ovos e adultos;

1= Compostos exclusivos de um tnico estagio;

*= Compostos com concentragdes maiores do que 3% para os diferentes estagios;

CLE=Comprimento de Cadeia Equivalente;

ND=Nao detectado.

TR=Traco (<0.005%)
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Fig. 1. (a) Porcentagens medias, com respectivos erros padrdes e (b) ndmero de

compostos, para diferentes classes de compostos cuticulares durante os estagios de

desenvolvimento de C. megacephala, populacdo de Dourados-MS.
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Fig. 2. (a) Porcentagens médias, com respectivos erros padrdes e (b) ndmero de
compostos, para diferentes classes de compostos cuticulares durante os estagios de

desenvolvimento de C. megacephala, populacédo de Rio Claro-SP.
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Fig. 3. Analise de agrupamento com base na distancia euclidiana, mostrando as relacfes
entre os perfis de hidrocarbonetos de Chrysomya megacephala das populacdes de

Dourados-MS e Rio Claro-SP.
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RESUMO

Puparios de moscas estdo presentes em cadaveres nos estagios mais avancados
da decomposicdo e ainda podem ser encontrados no local da morte ap6s muitos anos.
Utilizando os compostos quimicos destes puparios € possivel identificar uma espécie,
além do tempo em que ela foi exposta ao ambiente e por isto, estes parametros podem
auxiliar peritos na determinacdo do IPM tardio. Por outro lado, em cadaveres que levam
um tempo relativamente maior para se decompor por motivos diversos, 0s insetos que
ali emergem podem utilizar o mesmo cadaver em vérios ciclos de oviposic¢Oes. Portanto
0 objetivo deste estudo foi testar a hipOtese de que é possivel distinguir puparios
proveniente de diferentes ciclos de oviposicdo da mosca varejeira Chrysomya
megacephala por meio de seus compostos quimicos cuticulares. A composi¢ao quimica
de 50 pupérios de diferentes ciclos de oviposi¢éo foi avaliada por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). Foram detectados 72 compostos que
variaram de 16 a 35 atomos de carbono, sendo 26 destes compartilhados por todas as
geracOes e havendo ainda alguns exclusivos. Nossos resultados demonstram que €
possivel distinguir puparios de diferentes geracdes de moscas varejeiras pelo seu perfil

qguimico. Assim, a analise de pupéarios por meio de seus compostos quimicos mostram
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ser mais uma ferramenta util para um dos aspectos mais importantes das pericias

forenses, a determinagéo do IPM.

Palavras-Chave: Entomologia forense; mosca; pupario; insetos necrofagos.

INTRODUCAO

As moscas varejeiras (Diptera-Calliphoridae) apresentam habitos necréfagos e
utilizam recursos proteicos para a maturacdo de seus ovarios, oviposicdo e
desenvolvimento completo dos imaturos (Stevens 2003), sendo atraidas principalmente
pelo odor liberado nos estagios inicias da decomposi¢do (Smith 1986, Wall & Warnes
1994). Desta forma, geralmente representam a primeira onda na sucessdo faunistica,
ocorrendo em todos os tipos de carcacas (Anderson 2001, Fisher et al. 1998, Wall &
Warnes 1994, Nuorteva 1977, Smith 1986). Sendo entdo considerados o grupo de
insetos mais importante para a entomologia forense (Amendt et al. 2004, Smith 1986,
Zumpt 1965).

Em muitos casos quando um corpo € encontrado em elevado estagio de
decomposicdo os métodos tanatoldgicos se tornam menos precisos (Catts & Haskell
1991, Amendt et al. 2004). E nestes casos a estimativa do Intervalo Pés-Morte Minimo
(IPMmin) sera mais segura utilizando-se de dados entomoldgicos (Kashyap & Pillai
1989).

Em casos de morte sem testemunhas, é extremamente necessario estimar o
intervalo pds-morte para resolver o caso. Nesta situacdo, para realizarem a estimativa,
entomologistas forenses baseiam-se em dados fornecidos pelo inseto mais velho, pois
este foi o primeiro a ovipor no corpo (Oliveira-Costa 2013a). Por outro lado, muitas
vezes quando o corpo estd em decomposi¢do avancada é necessario procurar puparios,
sobretudo, de dipteros nas imediacGes do corpo (Ye et al. 2007, Frere et al. 2014,
Oliveira-Costa 2013b). Ye et al. (2007), afirmam que puparios podem ser encontradas e
permanecem nas proximidades de restos humanos mesmo depois de muitos anos.
Contudo, a identificacdo morfoldgica de puparios € relativamente dificil, devido a falta
de caracteristicas importantes para a taxonomia tradicional e aos danos presentes nas
pupérios causados pela emergéncia dos adultos (Oliveira-Costa 2013b, Ye et al. 2007).

Esta informacdo é essencial, uma vez que a identificacdo da espécie é fundamental para

56



uma estimativa correta de (IPM), Pois cada espécie apresenta um estagio de
desenvolvimento diferente (Amendt et al. 2004).

A identificacdo das espécies é realizada por meio da transferéncia destes
imaturos para criacdo em laboratorio, onde aguardam a emergéncia do adulto, tornando
possivel sua identificacdo (Oliveira-Costa 2013a, Oliveira-Costa 2013b). No entanto, a
identificacdo por meio de puparios torna-se quase que invidvel, uma vez que os adultos
ja emergiram, por outro lado, podem ser 0s Unicos vestigios dos insetos ainda
associados com o cadaver (Sukontason et al. 2007, Ye et al. 2007). E uma ferramenta
complementar que vem sendo utilizada para agilizar a identificacdo de espécies é por
meio dos Hidrocarbonetos cuticulares (HCs). Estes compostos sdo parte constituintes da
camada lipidica dos insetos, utilizados primariamente para evitar a dessecacao (Lockey
1988), mas também para a comunicacdo quimica (Ebbs & Amrein 2007). Estes
compostos sdo uma mistura de alcanos lineares, alcanos ramificados e alcenos
(Blomquist & Bagneres 2010). Podem sofrer influéncia de fatores genéticos (Howard &
Blomquist 2005) e ambientais (Gibbs et al. 1997, Howard e Blomquist 2005, Roux et al.
2008). Além disso, os estudos com HCs no campo da entomologia forense tem focado
no seu uso como uma ferramenta taxonémica complementar, sendo utilizada para a
diferenciacdo de espécies (Ye et al. 2007, Roux et al. 2006), popula¢des (Jallon &
David 1987, Brown et al. 1998, Paula et al. 2017), idade, bem como os estagios de
desenvolvimento (Zhu et al. 2006, 2007, Xu et al. 2014, Paula et al. 2017).

Por outro lado, quando a decomposicdo cadavérica esta extremamente avancada,
sdo encontradas apenas puparios de pupas de moscas nas proximidades (Frere et al.
2014) e, desta maneira, os préprios compostos quimicos da cuticula dos puparios
também podem ser usados para identificar a espécie (Ye et al. 2007) e assim ajudar a
estimar o IPM, visto que sua degradagdo quimica é lenta (Oliveira-Costa 2013b). Desde
modo, os puparios podem fornecer dados confiaveis sobre o intervalo pds-morte, pois
persistem em restos decompostos mesmo depois de muitos anos (Archer & Elgar 2003).

Contudo, nessas circunstancias, se a estimativa do intervalo pds-morte for
utilizando o estigio mais avangado do inseto que ovipds durante a primeira onda, 0s
puparios encontradas proximas aos corpos, seria uma estimativa errdnea se
considerassemos apenas 0s puparios da ultima onda de espécimes emergidas. Visto que,
em paises temperados onde os cadaveres demoram mais tempo para se decompor a
baixas temperaturas (Turner & Wiltshire 1999, Silahuddin et al. 2015) os insetos que ali

emergem podem utilizar o mesmo cadaver em varios ciclos de oviposi¢do (Silahuddin
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et al. 2015) se 0 mesmo permanecer atrativo (Anderson & Cervenka 2002). Em estudo
dentre de residéncias com cadaveres humanos, foram encontradas sucessivas geracoes
de duas espécies de moscas varejeiras Lucilia sericata e Protophormia terraenovae
(Pohjoismaki et al. 2010).

Mesmo quando um corpo esta dentro de uma residéncia, com acesso restrito aos
insetos necrofagos, a espécie que conseguir acessa-lo, ird ovipor e os imaturos recém-
emergidos do primeiro ciclo podem usar o cadaver como recurso para maturagdo de
seus ovarios e para o desenvolvimento de sua prole e as moscas continuardo a ovipor
nas carcacas, desde que ele permaneca atrativo para elas (Anderson & Cervenka 2002).

Os cadaveres dentro de residéncias demoram mais tempo para se decompor,
visto que as barreiras fisicas e ambientais afetam a velocidade da colonizacdo e acesso
aos cadaveres (Pohjoismaki et al. 2010), resultando em uma diversidade muito menor
qguando comparado a carcagas expostas ao ar livre (Reibe & Madea 2010, Baz et al.
2015). E ainda as quantidades de ovos depositadas nas carcacgas nestas condi¢cdes sao
baixas, esta diminui¢cdo da massa larval pode resultar em um aumento do tempo de
decomposicdo da carcaca (Reibe & Madea 2010).

Uma vez que as investigacfes forenses podem subestimar a determinacdo do
PMI usando apenas puparios do ultimo ciclo de oviposicéo, nos casos em que um Unico
cadaver ainda é atraente por um periodo relativamente longo, nosso objetivo foi
desenvolver um novo método para estimar o PMI por meio dos compostos quimicos de
puparios de diferentes ciclos de oviposicdo da mosca Chrysomya megacephala
Fabricius 1794.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras

Para avaliar variagdo da composicdo quimica cuticular nos puparios de trés
ciclos diferentes de oviposicdo de C. megacephala, os adultos selvagens foram
coletados no Municipio de Dourados-MS, no Campus da Universidade Estadual de
Mato Grosso do Sul (latitude 22° 11 Sul, longitude 54° 55 Oeste). As armadilhas
foram confeccionadas a partir de frascos de Politereftalato de etileno (PET) de 2 L
(Moretti et al. 2008), nas quais foram introduzidas iscas atrativas compostas de visceras
de carne bovina e suina em elevado grau de decomposicao, e penduradas em galhos de

arvores a 1,5 metros de altura a partir do solo, sob a acéo do sol.
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Os individuos adultos coletados foram conduzidos ao laboratério, e apos triagem
foram identificados usando a chave de identificacdo Carvalho & Mello-Patiu (2008).
Em seguida, 10 adultos foram acondicionados em gaiolas de criacdo de 40 cm?’ e
mantidos em uma Incubadora bioquimica de demanda de oxigénio (B.O.D.) modelo 347
CD da marca FANEM sob temperatura controlada de 27 £ 1 °C e em ciclo claro-escuro
de 12:12h, alimentados com agUcar e agua ad libitum.

O figado bovino foi utilizado como substrato para oviposi¢cdo. Apo6s a
oviposicdo, os ovos foram separados com auxilio de um pincel fino em lotes de 0,05g, e
transferidos para um recipiente de vidro com capacidade de 300 ml, com 200 gramas de
carne bovina moida e coberto com organza.

Apos as larvas atingirem a fase de pds-alimentacdo, elas foram transferidas para
outro frasco de vidro com capacidade de 500 mL, na qual foram adicionados cerca de
250 mL de serragem seca como substrato para a pupacdo. Apds a emergéncia dos
adultos, 50 pupérios da primeira geracdo (F1) foram coletadas para analise. Em seguida,
40 adultos, (20 machos e 20 fémeas) da mesma geracdo foram coletados e mantidos em
uma mesma gaiola, alimentados com agua e acucar ad libitum. Inicialmente foi
oferecido figado bovino cru para maturacdo ovariana dos espécimes. Apos cinco dias o
mesmo substrato foi utilizado para oviposicao.

As pupérios foram coletadas 1 dia ap6s a emergéncia do adulto. Entdo os
compostos foram extraidos de todas as puparios. Da mesma forma, para coletar
puparios das geracdes F2 e F3, foi utilizada a mesma sequéncia descrita para obtencédo
da F1.

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

De cada ciclo de oviposicdo foram avaliados os compostos quimicos de um total
de 50 pupérios divididas em 10 amostras, cada uma composta por 5 puparios.

Foram extraidos 0s compostos quimicos de puparios inteiras e sem qualquer tipo
de fixacdo. Cada amostra foi imersa em um recipiente de vidro com 2mL de hexano
(Tedia, grau HPLC) durante 2 minutos. Apds a retirada do soluto, as amostras foram
secas em capela de exaustdo e congeladas por no maximo 30 dias, e armazenados em
freezer -20°C para posterior analise cromatografica. Para as analises, cada extrato foi

solubilizado em 200 pL de hexano.
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As amostras foram analisadas empregando em um cromatografo a gas acoplado
espectrometro de massas (GC-MS Ultra 2010, Shimadzu, Kyoto, Japan), com uma
coluna capilar de silica fundida DB-5 (J & W, Folsom, California, USA), (30 m de
comprimento x 0,25 mm de didmetro x 0,25 um de espessura de filme). As condic¢des de
analise foram: volume de injecdo de 1 L, injecdo splitless; rampa de aquecimento com
temperatura inicial de 150 °C alcancando 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 ionizacéo
de impacto de elétron de 70 eV, na faixa de massa de 45 a 600 m/z, com intervalo de
varredura de 0.3s.

As identificacbes dos compostos foram realizadas empregando o indice de
retencdo calculado, (Van den Dool e Kratz 1963), baseado em um padrdo de alcanos
lineares (C14-Csg, Sigma Aldrich com pureza > 90%) e comparando o valor calculado
em relacdo ao indice de retencdo da literatura (Zhu et al. 2006, Brown et al. 1991, Zhu
et al. 2013, Moore et al. 2014, Weiss et al. 2014, Bonelli et al. 2015, Zhu et al. 2017),
associados a interpretacdo dos espectros de massas obtidos com as amostras e

comparados com os espectros de massas nas bases de dados (NIST21 e WILEY229).

Anélise Estatistica: Analise Discriminante

Para avaliar se ha diferencas significativas entre os compostos cuticulares nos
puparios das trés diferentes geracfes foi aplicada uma analise discriminante com as
areas relativas de 100% dos compostos detectados pela analise cromatogréfica.

A existéncia de diferenca significativa entre as geracdes foi considerada quando
0 p< 0,05. E, Wilks’ Lambda foi utilizado como medida da diferenca entre os grupos,
sendo que valores proximos a zero indicam ndo sobreposicdo das geracgdes, enquanto
valores proximos a 1 indicam elevada sobreposicdo e consequente inexisténcia de
diferenga significativa entre eles (Manly 2008). As analises foram realizadas com o

auxilio do programa Systat 11.

RESULTADOS

Um total de 105 picos foram detectados nas amostras das trés geracdes, destes,

72 foram identificados, representando 92,7% da area relativa de todos os picos
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detectados. Os compostos variam de 16 a 35 atomos de carbono (Tabela 1). Dos
compostos identificados, 26 foram comuns para todas as geracgdes (Figura 1, Tabela 1).

Da geracdo 1 foram detectados 72 picos, destes, foram identificados 55
compostos que representam 96% da area relativa de todos os picos detectados, além
disso 20 compostos sdo exclusivos desta geracdo. Nas amostras da geracdo 2 foram
detectados 67 picos, destes, foram identificados 47 compostos que representam 92,7%
da &rea relativa de todos os picos detectados, 7 deles s6 foram encontrados nesta
geracdo. Da geracdo 3, foram detectados 47 picos, destes, 38 foram identificados,
representando 99,5% da area relativa dos picos detectados, destes, trés sao exclusivos
desta geracdo (Tabela 1).

De acordo com tabela 1, ha diferencas tanto qualitativas quanto quantitativas
entre 0s compostos quimicos das puparios entre as trés diferentes geracdes. A analise
discriminante (Figura 2) comprova que, de fato, ha diferencas significativas entre os
compostos quimicos das diferentes geragdes de pupérios da mosca varejeira C.
megacephala (Wilks’s Lambda= 0,001; F=3.914 e p<0,001).

As classes de compostos mais predominantes na ordem de importancia em todas
as amostras, tanto de acordo com o numero, quanto de teores foram os alcanos
ramificados, seguidos dos alcanos lineares e entdo alcenos (Tabela le Figura 2). Ao
longo das geracgdes é possivel identificar, de forma geral, um aumento no teor e nimero

de alcanos lineares e reducdo dos alcanos ramificados e alcenos (Figura 1).

DISCUSSAO

De acordo com os resultados € possivel distinguir as geraces F1, F2 e F3 de
puparios pelos compostos quimicos presentes, uma vez que ha diferencas significativas
entre elas, havendo inclusive compostos exclusivos em cada uma das geragOes (Figura
1, tabela 1). A variacdo significativa de compostos quimicos de puparios de diferentes
geracOes foi descrita na mosca Hydrotaea aenescens (Wiedemann, 1830) por Frere et al.
(2013).

Os compostos identificados variaram de 16 a 35 atomos de carbono, muito
similar ao encontrado nas amostras de diferentes estagios de desenvolvimento da
mesma espécie por Paula et al. (2017). Em Paula et al. (2017) os compostos variam de

17 a 35 cadeias de carbono, indicando que 0s compostos variam pouco qualitativamente
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entre diferentes tipos de amostras e/ou estagios desta espécie. Zhu et al. (2013, 2017)
avaliaram compostos de pupérios da mesma espécie e de outra do mesmo género e
encontraram de Cy3 a0 C3y e Cz ao Csp respectivamente. Buckner et al. (1999)
identificaram variacdo de C,g a C3s em puparios da mosca Bemisia argentifolii e Ye et
al. (2007) encontraram compostos variaram do C,3 a0 Czo em puparios de diferentes
espécies de moscas.

De forma geral os compostos identificados podem ser classificados em trés
classes: alcanos lineares, alcanos ramificados e alcenos. Resultados similares foram
encontrados por Zhu et al. (2007, 2013, 2017) em amostras de puparios de C.
megacephala e C. rufifacies. Ye et al. (2007) avaliando a composi¢cdo quimica de
puparios de 6 espécies de moscas também encontraram classes de compostos
semelhantes.

O numero de composto dos puparios do terceiro ciclo foi menor do que os
anteriores. No entanto, considerando puparios de apenas um ciclo de oviposi¢do, a
tendéncia é a diminuicdo do nimero de compostos com o passar do tempo. Zhu et al.
(2013) estudaram o efeito do clima em puparios de C. megacephala e Zhu et al. (2017)
em puparios de Chrysomya rufifaceas, esses estudos indicaram uma diminuicdo no
namero de compostos de acordo com o tempo de exposi¢do ao ambiente, embora, nestes
estudos so se tenha avaliado pupérios de uma Unica geracao.

Outra possibilidade para a diminui¢cdo do numero de compostos é a endogamia
provocada pelo préprio desenho amostral. De acordo com Menzel et al. (2017) a baixa
variabilidade genética leva a reducdo nos numeros de compostos cuticulares. Essa
caracteristica pode provocar uma homogeneidade do perfil cuticular de puparios ao
longo das geracGes, além da reducdo de compostos exclusivos como apresentado na
tabela 1. Assim, nossos resultados corroboram os de Menzel et al. (2017), os quais
identificaram perda da diversidade quimica cuticular provocada pela endogamia na
formiga Hypoponera opacio. Estudos futuros que avaliem a influéncia da adigdo de
novos individuos as proximas geragdes sdo importantes para resolver esta questéo.

Apesar de que em nosso estudo ndo analisamos o efeito do tempo sobre a
composic¢do das puparios de um Unico ciclo de oviposicéo, de acordo com estudos como
0s de Zhu et al. (2013 e 2017) em cada geracdo sucessiva ha uma tendéncia de
decréscimo no nimero de alcanos ramificados e alcenos, enquanto ha um aumento nos
alcanos lineares ao longo das geragdes. Este padrdo pode ser explicado pelo fato de que

as pupas nao necessitam de compostos quimicos de cadeias mais complexas, aqueles
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mais relacionados a sinalizacdo quimica (Lommelen et al. 2006), como o0s alcanos
ramificados. Contudo, precisam de alcanos lineares, que sdo fundamentais para evitar a
dessecacgédo (Armold e Regnier, 1975).

Os alcanos lineares sdo compostos fundamentais no estagio de pupa de moscas.
Armold & Regnier (1975) demonstraram em seu estudo que no terceiro estagio larval o
inseto sai da carne podre e procura o solo, neste momento, pode encontrar um ambiente
relativamente seco, assim, 0s hidrocarbonetos cuticulares presentes fornecerdo protecao
contra dessecacdo para as pupas no solo (Armold & Regnier 1975). De fato, Gibbs et al.
(1997), identificaram aumento de hidrocarbonetos cuticulares de cadeias mais longas
em amostras de Drosophila melanogaster submetidas a condi¢do de dessecacdo em
detrimento a populacéo controle, ou seja, estas moscas alteram o seu perfil com base nas
condi¢des ambientais as quais sdo submetidas.

As puparios de C. megacephala aumentaram consideravelmente seus teores de
Co7 e Cy9 com a progressdo das geragdes, sendo que o C,7 ocorre somente a partir da
segunda geracdo e, em altos teores. Da mesma forma, Goodrich (1970) identificaram
estes dois alcanos lineares como 0s mais abundantes em puparios da mosca varejeira
Lucilia cuprina. Ye et al. (2007) também identificaram em puparios de seis espécies de
moscas de importancia forense o C,7 e 0 Co9 em maiores propor¢des. Gotebiowski et al.
(2012) também identificaram o0 Cy; ¢ Cy9, além do C3; como sendo os mais abundantes
em pupas de Lucilia sericata. Além dos alcanos lineares as amostras de puparios desta
espécie apresentam os alcanos ramificados 2-Metiloctacosano e 15-;13-Metil-
hentriacontano em teores relativamente altos nas trés geracOGes. Estes compostos
também séo encontrados em propor¢des consideraveis em puparios de A. grahami (Ye
et al. 2007). De fato, estes compostos sdo frequentemente encontrados em amostras de
moscas, sobretudo em moscas de importancia forense (Goff 1991).

A importancia dos compostos quimico de exdvia de moscas ja foi discutido por
Ye et al. (2007) que avaliaram hidrocarbonetos cuticulares presentes em amostras de
puparios de seis diferentes espécies de moscas de importancia forense e concluiram que,
uma vez que variam significativamente de espécie para espécie, podem ser boas
ferramentas taxonémicas complementares.

Nossos resultados demonstram que € possivel distinguir puparios de diferentes
geracbes de moscas varejeiras pelo seu perfil quimico. Considerando que o0s
hidrocarbonetos de cadeias longas sdo relativamente ndo volateis (Blomquist &
Bagnéres 2010) é possivel o uso de fragmentos de pupérios e até mesmo amostras
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armazenadas como uma alternativa para agilizar as investigacdes criminais (Frere et al.
2014). No entanto, o clima ou condi¢&o especifica do local devem ser consideradas, pois
s6 em locais onde a carcaga levara um tempo relativamente maior para se decompor,
sera colonizada por mais de uma geracdo de moscas. Assim, a analise de puparios por
meio de seus compostos quimicos mostram ser mais uma ferramenta Gtil para um dos

aspectos mais importantes das pericias forenses, a determinagéo do IPM.

Agradecimentos

Agradecemos a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), a Fundagdo de Apoio ao Desenvolvimento do Ensino, Ciéncia e Tecnologia
do Estado de Mato Grosso do Sul (Fundect). Os autores também agradecem ao
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) (WFAJ
concessao numero 307998/2014-2), (nimero de concessdo CALC 307998/2014-2).

64



REFERENCIAS

Amendt, J., R. Krettek, and R. Zehner. 2004. Forensic Entomology.
Naturwissenschaften 91: 51-65.

Anderson, G.S. 2001. Succession on carrion and its relationship to determining time of
death, pp. 143-175. In Byrd, J.H. and J.L. Castner (eds.). Forensic entomology:
the utility of arthropods in legal investigations. CRC, Boca Raton.

Anderson G.S. and V. J. Cervenka. 2002. Insects associated with the body: their use
and analyses, pp. 173-200. In Haglund, W.D. and M.H. Sorg. (eds.), Advances
in forensic taphonomy: method, theory, and archaeological perspectives. CRC
Press, Boca Raton.

Archer, M.S. and M.A. Elgar. 2003. Effects of decomposition on carcass attendance
in a guild of carrion-breeding flies. Med. Vet. Entomol. 17: 263-271.

Armold, M.T. and F.E. Regnier. 1975. A developmental study of the cuticular
hydrocarbons of Sarcophaga bullata. J. Insect Physiol. 21: 1827-1833.

Badhe, R.V., A.B. Thomas, S.L. Harer, A.D. Deshpande, N. Salvi, and A.
Waghmare. 2006. Intraspecific variation in protein of red scorpion (Mesobuthus
tamulus, Coconsis, Pocock) venoms from Western and Southern India. J.
Venom. Anim. Toxins. 12: 612-619.

Baz, A., C. Botias, D. Martin-Vega, B. Cifridn, and L.M. Diaz-Aranda. 2015.
Preliminary data on carrion insects in urban (indoor and outdoor) and periurban
environments in central Spain. Forensic Sci. Int. 248: 41-47.

Blomquist, G. and A.G. Bagneres. 2010. Insect hydrocarbons: Biology, biochemistry
and chemical ecology. Cambridge University Press, Cambridge, NewYork.
Bonelli, M., M.C. Lorenzi, J.P. Christides, S. Dupont, and A.G. Bagneres. 2015.
Population diversity in cuticular hydrocarbons and mtDNA in a mountain social

wasp. J. Chem. Ecol. 41: 22-31.

Braga, M.V., Z.T. Pinto, M.M.C. Queiroz, N. Matsumoto, and G.J. Blomquist.
2013. Cuticular hydrocarbons as a tool for the identification of insect species:
Puparial cases from Sarcophagidae. Acta Trop. 128: 1-13.

Brown, W.V., J.P. Spradbery, and M.J. Lacey. 1991. Changes in the cuticular

hydrocarbon composition during development of the social wasp, Vespula

65


javascript:void(0)
javascript:void(0)

germanica (F.) (Hymenoptera: Vespidae). Comp. Biochem. Physiol. B 99: 553—
562.

Brown, W.V., R. Morton, M.J. Lacey, J.P. Spradbery, and R.J. Mahon. 1998.
Identification of the geographical source of adults of the Old World screw-worm
fly, Chrysomya bezziana Villeneuve (Diptera: Calliphoridae), by multivariate
analysis of cuticular hydrocarbons. Comp. Biochem. Physiol. 119: 391-399.

Buckner, J.S., M.M. Hagen, and D.R. Nelson. 1999. The composition of the cuticular
lipids from nymphs and exuviae of the Silverleaf Whitefly, Bemisia argentifolii.
Comp Biochem Physiol B: Biochem. Mol. Biol. 124: 201-207.

Carvalho, C.J.B., and C.A. Mello-Patiu. 2008. Key to the adults of the most common
forensic species of Diptera in South America. Rev. Bras. Entomol. 3: 390-406.

Catts, E.P., and N.H. Haskell. 1991. Entomology and death: a procedural guide.
Joyce’s Print Shop, Clemson, South Carolina.

Dani, F.R., G.R. Jones, S. Destri, S.H. Spencer, and S. Turillazzi. 2001. Deciphering
the recognition signature within the cuticular chemical profile of paper wasps.
Anim. Behav. 62: 165-171.

Ebbs, M.L., and Amrein, H. 2007. Taste and pheromone perception in the fruit fly
Drosophila melanogaster. Pflueg Arch Eur J Physiol. 454(5): 735-747.

Etges, W.J., and M.A. Ahrens. 2001. Premating isolation is determined by larval-
rearing substrates in cactophilic Drosophila mojavensis. V. Deep geographic
variation in epicuticular hydrocarbons among isolated populations. Am. Nat.
158: 585-598.

Etges, W.J., C.C. Oliveira, S. Rajpurohit, and A.G. Gibbs. 2017. Effects of
temperature on transcriptome and cuticular hydrocarbon expression in
ecologically differentiated populations of desert Drosophila. Ecol. Evol. 7: 619—
637.

Fisher, P., R. Wall, and Jr. Ashworth. 1998. Attraction of the sheep blowfly, Lucilia
sericata (Diptera: Calliphoridae) to carrion bait in the field. Bull. Entomol. Res.
88:611-616.

Frere, B., F. Suchaud, G. Bernier, F. Cottin, B. Vincent, L. Dourel, A. Lelong, and
P. Arpino. 2014. GC-MS analysis of cuticular lipids in recent and older
scavenger insect puparia. An approach to estimate the postmortem interval.
Anal. Bioanal. Chem. 406: 1081-1088.

66



Gibbs, A.G., A.K. Chippindale, and R.R. Michael. 1997. Physiological mechanisms
of evolved desiccation resistance in Drosophila melanogaster. J. Exp. Biol. 200:
1821-1832.

Goff, M.L. 1991. Comparison of insect species associated with decomposing remains
recovered inside dwellings and outdoors on the island of Oahu, Hawaii. J.
Forensic Sci. 3:748-753.

Goff, M.L., and C.B. Odom. 1987. Forensic Entomology in the Hawaiian Islands:
Three Case Studies. Am. J. Forensic Med. Pathol. 8: 45-50.

Golebiowski, M.G., M. Paszkiewicz, A. Grubba, D. Gasiewska, M.l. Bogus, E.
Wiéka, W. Wieloch, and P. Stepnowski. 2012. Cuticular and internal nalkane
composition of Lucilia sericata larvae, pupae, male and female imagines:
application of HPLC-LLSD and GC/MS-SIM. Bull. Entomol. Res. 102: 453—
460.

Goodrich, B.S. 1970. Cuticular lipids of adults and puparia of the Australian sheep
blowfly Lucilia cuprina (Wied.). J. Lipid Res. 11: 1-6.

Guillem, R.M., F.P. Drijfhout, and S.J. Martin. 2012. Using chemo-taxonomy of
host ants to help conserve the large blue butterfly. Biol. Conserv. 148: 39-43.

Howard, R.W. and G.J. Blomquist. 2005. Ecological, behavioral, andbiochemical
aspects of insect hydrocarbons. Ann. Rev. Entomol. 50C 371-393.

Jallon, J.M., and J.R. David. 1987. Variation in Cuticular Hydrocarbons Among the
Eight Species of the Drosophila melanogaster Subgroup. Evolution, 41: 294—
302.

Lockey, K. H. 1988. Lipids of the insect cuticle: origin, composition and function.
Comp. Biochem. Physiol. B 89: 595-645.

Lommelen, E., C.A. Johnson, F.P. Drijfhout, J. Billen, T. Wenseleers, and B.
Gobin. 2006. Cuticular hydrocarbons provide reliable cues of fertility in the ant
Gnamptogenys striatula. J. Chem. Ecol. 32: 2023-2034.

Lorenzi, M.C., R. Cervo, and A.G. Bagneres. 2011. Facultative social parasites mark
host nests with branched hydrocarbons. Anim. Behav. 82: 1149-1157.

Manly, B.J.F. 2008. Métodos estatisticos multivariados: uma introdugdo. Bookman,
Porto Alegre.

Menzel, F., R. Radke, and S. Foitzik. 2016. Odor diversity decreases with inbreeding
in the ant Hypoponera opacior. Evolution. 70: 2573-2582.

67



Moore, H.E., C.D. Adamb, and F.P. Drijfhout. 2014. Identifying 1% instar larvae for
three forensically important blowfly species using ‘‘fingerprint’’ cuticular
hydrocarbon analysis. Forensic Sci. Int. 240: 48-53.

Nelson, D.R., and R.E. Lee. 2004. Cuticular lipids and desiccation resistance in
overwintering larvae of the goldenrod gall fly, Eurosta solidaginis (Diptera:
Tephritidae). Comp. Biochem. Physiol B: Biochem. Mol. 138: 313-320.

Nuorteva, P. 1977. Sarcosaprophagous insects as forensic indicators, pp. 1072-1095.
In: Tedeshi, G.C., W.G. Eckert, and L.G. Tedeshi. (eds). Forensic medicine: a
study in trauma and environmental hazards, vol 2, Saunders, Philadelphia.

Oliveira-Costa, J. 2013a. Entomologia Forense: quando os insetos sdo vestigios. 3rd
ed. Ed. Millenium, Campinas, S&o Paulo.

Oliveira-Costa, J. 2013b. Insetos “peritos”: entomologia Forense no Brasil. 1st ed. Ed.
Millenium, Campinas, Sdo Paulo.

Paula, M.C., W.F. Antonialli-Junior, A. Mendonga, K.B. Michelutti, A.D. Eulalio,
C.A.L. Cardoso, T. Lima, and C.J. Von Zuben. 2017. Chemotaxonomic
Profile and Intraspecific Variation in the Blow Fly of Forensic Interest
Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae). J. Med. Entomol. 54: 14-23.

Pechal, J.L., H. Moore, F. Drijfhout, and M.E. Benbow. 2014. Hydrocarbon profiles
throughout adult Calliphoridae aging: A promising tool for forensic
entomology. Forensic Sci. Int. 245: 65-71.

Pohjoismaki, J.L.O., P.J. Karhunen, S. Goebeler, P. Saukko, and |.E. Saaksjarvi.
2010. Indoors forensic entomology: colonization of human remains in closed
environments by specific species of sarcosaprophagous flies. Forensic Sci. Int.
199: 38-42.

Rajpurohit, S., R. Hanus, V. Vrkoslav, E.L. Behrman, A.O. Bergland, D. Petrov, J.
Cvacka, and O.S. Schmidt. 2017. Adaptive dynamics of cuticular
hydrocarbons in Drosophila. J. Evol. Biol. 30: 66-80.

Reibe, S., and B. Madea. 2010. How promptly do blowflies colonise fresh carcasses?
A study comparing indoor with outdoor locations. Forensic Sci. Int. 195: 52-57.

Roux, O., C. Gers, and L. Legal. 2006. When, during ontogeny, waxes in the blowfly
(Calliphoridae) cuticle can act as phylogenetic markers. Biochem. Syst. Ecol.
34: 406-416.

68



Roux, O., C. Gers, L. Legal. 2008. Ontogenetic study of three Calliphoridae of
forensic importance through cuticular hydrocarbon analysis. Med. Vet. Entomol.
22: 309-317.

Service, P. M., E. W. Hutchinson, M. D. Mackinley, and M. R. Rose. 1985.
Resistance to environmental stress in Drosophila melanogaster selected for
postponed senescence. Physiol. Zool. 58: 380—389.

Silahuddin, S.A., B. Latif, H. Kurahashi, D.E. Walter, and C.C. Heo. 2015. The
importance of habitat in the ecology of decomposition on rabbit carcasses in
Malaysia: Implications in forensic entomology. J. Med. Entomol. 52: 9-23.

Smith, K.G.V. 1986. A Manual of Forensic Entomolog. University Printing House,
Oxford.

Stevens, J.R. 2003. The evolution of myiasis in blowflies (Calliphoridae). Int. J.
Parasitol. 33: 1105-1113.

Sukontason, K.L., R. Ngern-Klun, D. Sripakdee, and K. Sukontason. 2007.
Identifying fly puparia by clearing technique: application to forensic
entomology. Parasitol. Res. 101: 1407-1416.

Toolson, R., and E.C. Kuper-Simbron. 1989. Laboratory evolution of epicuticular
hydrocarbon composition and cuticular permeability in  Drosophila
pseudoobscura: effects on sexual dimorphism and thermal-acclimation ability.
Evolution 43: 468-473.

Turner, B., and P. Wiltshire. 1999. Experimental validation of forensic evidence: a
study of the decomposition of buried pigs in a heavy clay soil. Forensic Sci. Int.
101: 113-122.

Van den Dool, H., and P.D. Kratz. 1963. A generalization of the retention index
system including linear temperature programmed gas-liquid partition
chromatography. J. Chromatogr. 11: 463-471.

Wall, R. and M.L. Warnes. 1994. Responses of the sheep blowfly Lucilia sericata to
carrion odour and carbon dioxide. Entomol. Exp. Appl. 73: 239-246.

Weiss, K, C. Parzefall, and G. Herzner. 2014. Multifaceted defense against
antagonistic microbes in developing offspring of the parasitoid wasp Ampulex
compressa (Hymenoptera, Ampulicidae). PLoS ONE 9: 1-14.

Xu, H,, G.Y. Ye, Y. Xu, C. Hu, and G.H. Zhu. 2014. Age-dependent changes in
cuticular hydrocarbons of larvae in Aldrichina grahami (Aldrich) (Diptera:
Calliphoridae). Forensic Sci. Int. 242: 236-241.

69



Ye, G.Y,, K. Li, J.Y. Zhu, G.H. Zhu, and C. Hu. 2007. Composition in Pupal Exuviae
for Taxonomic Differentiation of Six Necrophagous Flies. J. Med. Entomol. 44:
450-456.

Zhu, G.H., G.Y. Ye, C. Hu, X.H. Xu, and K. Li. 2006. Development changes of
cuticular hydrocarbons in Chrysomya rufifacies larvae: potential for determining
larval age. Med. Vet. Entomol. 20: 438-444.

Zhu, G.H., X.H. Xu, X.J. Yu, Y. Zhang, and J.F. Wang. 2007. Puparial case
hydrocarbons of Chrysomya megacephala as an indicator of the postmortem
interval. Forensic Sci. Int. 169: 1-5.

Zhu, G.H., X.J. Yu, L.X. Xie, H. Luo, D. Wang, J.Y. Lv, and X.H. Xu. 2013. Time
of death revealed by hydrocarbons of empty puparia of Chrysomya megacephala
(Fabricius) (Diptera: Calliphoridae): a field experiment. PL0oS One 8: €73043.

Zhu, G.H., Z.J. Jia, X.J. Yu., K.S. W, L.S. Chen, J.Y. Lv, and M.E. Benbow. 2017.
Predictable weathering of puparial hydrocarbons of necrophagous flies for
determining the postmortem interval: a field experiment using Chrysomya
rufifacies. Int. J. Legal Med. 131: 1-10.

Zumpt, F. 1965. Myiasis in Man and Animals in the Old World: A Textbook for
Physicians, Veterinarians, and Zoologists. Butterworths, London.

70



TABELA

Tabela 01. Proporcdo relativa dos hidrocarbonetos cuticulares presentes em puparios de

pupas de trés geracdes da mosca varejeira Chrysomya megacephala.

1° Geragéo 2° Geracao 3° Geracao
Composto CEC (F1) (F2) (F3)
Abundéncia Relativa (% + Desvio Padréo)
Cs 1600 ND 0.14+0 ND
Cy7 1700 ND 0.14+0 ND
Cis 1800 ND 0.19+0 ND
3- MeCyg* 1875 0.78+0.24 2.18+1.27 2.59+0.77
2-MeCyo* 1970 14.5749.04 0.85+0.54 0.32+0.06
Cao 2000 ND 0.77+0.73 ND
Ca 2100 ND 0.43+0.36 0.22+0.05
9-MeC,; 2144 6.48+4.14 ND ND
7-MeC,; 2148 4.62+4.85 ND ND
5-MeC,; 2150 12.5946.85 ND ND
4-MeC,; 2156  12.21+12.26 ND ND
2-MeCy, 2161 9.43+7.72 ND ND
3-MeC,; 2166 0.96+1.62 ND ND
Cx 2200 ND 1.12+0.88 0.38+0.16
Cas1 2270 ND 1.73+1.29 ND
Cos* 2300 0.20+0.06 1.65+1.09 0.58+0.28
3- MeCy 2366 0.20+0.09 ND ND
Cos 2400 ND 1.35+0.71 0.79+0.66
Cos:l* 2484 19.69+0 ND ND
Cx* 2500 0.76+0.17 1.2240.75 1.39+0.38
9-;11-;13-MeCys 2525 0.13+0.06 0.25+0.04 ND
7-MeCys 2552 ND 0.72+0.41 ND
5-MeCys* 2555 0.3740.10 2.36+2.31 1.2242.15
2-MeCys 2565 ND ND 0,4+0
Co™ 2600 0.16+0.03 0.51+0.21 0.39+0.32
13-MeCy 2636 0.11+0.03 1.13+0.15 ND
Cyrl 2671 0.11+0 ND ND
3-MeCy 2672 ND ND 0,22+0
Cyy 2700 ND 3,61+0,46 9.74+1.55
x-DiMeCy; 2710 5.73+1.65 7.01+2.68 ND
13-MeC,; 2732 ND 3.76+3.28 ND
7- MeCy, 2739 ND 25.30+2.28 0.55+0.54
2-MeC,;* 2767 0.74+1.53 1.37+0.53 2.84+0.54
Cas1 2777 1.59+0.55 ND ND
Cog™ 2800 0.60+0.18 0.78+0.34 0.80+0.16
14-MeCyg* 2836 0.60+0.28 5.174+2.49 3.35+0.44
X-MeCyg 2846 ND 4.80+3.46 ND
2-MeCog* 2860 5.03+1.43 7.46+3.11 10.73+1.15
4,8- Di =MeCyg 2892 ND ND 1.46+0.59
Coo:1 2891 ND 1.59+2.90 ND
Cao* 2900 10.92+2.52 12.00+6.19 18.19+3.75
13-MeCyo* 2931 1.22+0.46 6.34+5.53 3.3340.63
7-MeCyo* 2939 0.31+0.10 0.52+0.56 0.51+0.087
5-MeCyo* 2951 0.59+0.20 0.45+0.14 0.95+0.18
11,15-;17,15-;9,17-;9,19-DiMeCyq 2959 0.13+0.04 1,35+0,19 ND
11,19-DiMeCyq 2964 0.19+0.04 1.14+0.57 ND
7,17-DiMeCyo* 2974 1.3940.50 1.19+0.87 2.98+0.75
Cso* 3000 0.47+0.11 0.25+0.10 0.40+0.11
15-;14-MeCsp* 3031 0.89+0.33 1.05+0.24 1.56+0.28
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2-MeCyo*
C3l:l*
C3l*

15-;13-MeCy*

7-MeCz*

13,17-DiMeCs;*
11,15-DiMeC5;
9,17-;9,19-;9,21-DiMeC3;

11-MeCs,*

10-:12-:13-14-MeCs,
12,16 -DiMeCs,

2-M6C31m2
C33:l

C33
13-MeCs3*

13, 17-DiMeCa;
9,19-:9,2-:9,23-Di =MeCa;
11,17,21-;11,17,23-TriMeCss
9,13,17-:9,15,19-:9,15,21:9,15,23-

TriMeCa;
C34Zl

11-;13-;15-;17-MeC35
13,23-;11,21-DiMeCs5

3061
3094
3100
3127
3143
3155
3163
3170
3229
3231
3255
3263
3292
3300
3332
3355
3361
3371

3387
3492
3532
3559

2.63+0.99
0.89+0.32
2.82+0.79
9.05+3.43
0.54+0.21
3.08+1.07
0.18+0.04
0.29+0.06
1.12+0.35
0.62+0.68
0.46+0.25
0.50+0.25
0.40+0.15
0.32+0.27
4.52+1.77
1.62+0.76
0.14+0
0.30+0.11

0.35+0,12

0.33+0.19
0.43+0
0.68+0

2.12+0.76
0.68+0.33
1.77+0.90
13.27£5.12
0.42+0.25
4.34+1.40
ND
ND
0.75+0.27
0.28+0
0.41+0
ND
ND
ND
2.09+1.17
ND
ND
0.37+0.12

ND
ND
ND
ND

2.90+0.43
1.48+0.41
2.68+1.89
17.87£1.75
0.49+0.15
4.50+0.91
ND
ND
0.92+0.22
ND
ND
ND
ND
ND
3.66+0.91
1.00+0.38
ND
ND

ND
ND
ND
ND

*Compostos que ocorrem em todas as geragdes;

Comprimento Equivalente de Cadeia.

ND: Nao detectados;

CEC:
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Figura 1. Proporcdes relativas das classes de compostos (a) e Nimero de compostos (b)
presentes na exuvia de 3 diferentes geracbes da mosca varejeira Chrysomya
megacephala.
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Figura 2. Diagrama de dispersao mostrando a diferenciacdo do perfil quimico cuticular
por CG-EM, de pupérios de 3 diferentes geracbes da mosca varejeira Chrysomya
megacephala.
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Espectroscopia fotoacustica no infravermelho medio como ferramenta util para

agilizar analises de amostras de importancia forense

Michele C. Paula’?, Kamylla B. Michelutti®, Aylson D. M. Eulalio™? Angélica
Mendonca®?, Claudia A. L. Cardoso®, Luis H. C. Andrade* , William F. Antonialli-

Juniort?

'Programa de Pés-graduacdo em Entomologia e Conservacdo da Biodiversidade,
Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados, MS, Brasil; 2Laboratério de
Ecologia Comportamental (LABECO), Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul,
Rodovia Dourados/Itahum, km 12, Caixa Postal 351, 79804-970, Dourados, MS, Brasil;
3Centro de Pesquisa em Biodiversidade (CPBio); “Grupo de Espectroscopia Optica e
Fototérmica, Programa de P6s-graduacdo em Recursos Naturais, Universidade Estadual
de Mato Grosso do Sul, C.P. 351, Dourados, MS, Brasil.

RESUMO

A entomologia forense € um estudo que utiliza insetos para auxiliar a responder
diversas questdes nas investigaces de crimes. A principal aplicacdo dos dados
fornecidos pelos insetos é na estimativa do Intervalo Pds-Morte minimo (IPMmin) e a
determinacdo do local onde ocorreu o crime. Os insetos podem fornecer pistas de
diversas maneiras para completar as pericias criminais. A analise do perfil quimico
cuticular é uma forma recente e util para complementar outras analisesporque pode
agilizar a obtencdo dos resultados o que é de grande valia para solucionar um crime. A
técnica Espectroscopia FotoacUstica no Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR-PAS) vem sendo usada com sucesso para avaliar o perfil quimico cuticular de
amostras de insetos de diferentes grupos e para variados objetivos. Tendo como umas
das vantagens principais 0 ndo preparo das amostras, e ainda baixo custo para as
analises. No entanto, até 0 momento, ndo foi utilizada para avaliar amostras de interesse
forense, mesmo sendo uma técnica mais agil para obtecdo de resultados do que as
técnicas utilizadas atualmente. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial
desta técnica para analisar diferencas do perfil quimico cuticular dos diferentes estagios
de desenvolvimento da mosca Chrysomya megacephala em duas populagdes distintas.
De acordo com os resultados, € possivel detectar diferencas significativas entre os perfis
quimicos cuticulares das duas populacdes e dos diferentes estagios de desenvolvimento
da mosca. Portanto, os resultados fornecidos por esta técnica podem ajudar a pericia
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forense a se chegar a idade dos individuos coletados na cena do crime e a distingdo de
diferentes populagdes, consequentemente tanto auxiliando a estimar o IPM quanto o
local onde ocorreu o crime, ou se o corpo sofreu algum tipo de translocacdo. Como é
uma técnica na qual a obtencdo dos resultados é mais agil, e mais barata comparada as
analises mais usuais, ela pode ser uma alternativa Gtil para ser usada com amostras de
interesse forense.

Palavras chave: FTIR, Intervalo P6s-morte, Chrysomya megacephala, perfil cuticular,

mosca varejeira.
INTRODUCAO

Em casos de morte quando ndo se sabe as causas, a estimativa do Intervalo Pos-
Morte (IPM) para determinar o tempo decorrido desde a morte é essencial, e a
entomologia forense vem se tornando uma alternativa valiosa quando os médicos
patologistas sdo incapazes de estima-lo com eficiéncia (Benecke 2001).

As moscas sdo consideradas como o grupo mais atuante durante o processo de
decomposicdo do cadaver (Smith 1986). Colonizam as carcacas em grande abundéncia
(Benecke 2001), utilizando-as como recurso para maturacdo de seu ovario e em seguida
depositam seus ovos para o desenvolvimento de sua prole. Dentre os dipteros as moscas
varejeiras da familia Calliphoridae, sdo particularmente importantes, pois sdo aquelas
que geralmente localizam a carcaca primeiro, minutos ap6s a morte, constituindo a
principal onda de oviposicéo sendo, portanto, de extrema importancia para a estimativa
do IPM (Oliveira-Costa 2013), pois Segundo Smith (1986) o tempo de desenvolvimento
das larvas de moscas mostram o minimo de tempo em que 0 corpo esteve exposto.

Os insetos recuperados do corpo podem entdo ser usados como um “reldgio”
para se estimar o Intervalo Pds-Morte Minimo (IPMmin) ou ha quanto tempo o corpo
estd disponivel aos insetos (Kranz et al. 2017). Para realizar suas estimativas,
entomologistas forenses coletam amostras de espécimes de insetos que exploraram o
cadaver desde seus primeiros estagios de decomposi¢do, como por exemplo, larvas de
ultimo instar que se criaram no cadaver para uma estimativa mais precisa. Estas
amostras sdo entdo, levadas ao laboratério, criadas até a emergéncia do adulto para
possibilitar sua identificacdo (Hart et al. 2008, Amendt et al. 2000). A identificacdo

correta da espécie é essencial, pois cada uma apresenta um periodo de estagio de
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desenvolvimento diferente (Jordaens et al. 2013), desse modo, caso a identificacdo seja
feita incorretamente implicard em um uma estimativa de tempo errénea (Catts & Goff
1992).

A determinacdo incorreta da espécie também pode levar a uma determinacgéo
erronea do local do crime, uma vez que trabalhos mostram que algumas espécies
apresentam certa especificidade em relacdo ao ambiente como espécies que s6 ocorrem
em ambiente de mata (Carvalho & Linhares 2001), em contrapartida outras apresentam
um elevado grau de sinantropia (Catts & Haskell 1991). Assim, se espécies
sinantrdpicas estdo presentes em um cadaver encontrado em ambiente rural, sugere-se
que a vitima tenha sido morta na cidade e levada para o ponto onde foi encontrada em
uma tentativa de ocultacdo de cadaver (Catts & Haskell 1991). Estes dados s6 séo
viaveis e aplicaveis devido ao estudo da ecologia e da distribuicdo geogréafica de
espeécies de importancia forense (Centeno et al. 2002).

No entanto, os métodos cléassicos além de demandar relativamente muito tempo,
0 que atrasaria resultados nas investigagcdes criminais, também pode se tornar inviavel,
pois as larvas coletadas podem estar em mas condi¢fes, o que pode impossibilitar sua
manutencdo em laboratorio até o estagio de adulto. Uma alternativa € a identificacao
taxondmica por meio dos proprios imaturos, porém existem poucas chaves que
abrangem todas as espécies de dipteros de importancia forense (Stevens e Wall 2001).
Outra alternativa € a extracdo de DNA para a determinacdo da espécie, sequenciando
um locus de DNA mitocondrial (Sperling et al. 1994, Nelson et al. 2008). No entanto,
segundo Wells et al. (2007) é necessario ter certa experiéncia para a andlise de
sequéncia de DNA e também ¢é primordial que se obtenha uma representacdo completa
de todas as possiveis espécies.

A andlise do perfil quimico cuticular ¢ uma forma recente e util para
complementar outras andlises na busca de responder questdes de interesse forense,
porque pode agilizar a obtencdo dos resultados. Varios especialistas no campo da
entomologia forense sugerem como ferramenta analises quimicas por meio dos
compostos quimicos cuticulares para complementar identificagdes morfologicas
tradicionais (Greenberg 1991, Ye et al., 2007, Moore et al. 2013, Xu et al. 2014, Paula
et al. 2017). Estudos recentes com moscas de importancia forense utilizando seus perfis
cuticulares tém demonstrado o potencial dos compostos quimicos para serem utilizados
na taxonomia complementar, e até mesmo substituindo exames morfologicos
tradicionais (Ye et al. 2007, Roux et al. 2006, Guillem et al. 2012, Greenberg 1991).

77



Estes compostos cuticulares estdo presentes na camada mais superficial do
inseto, juntamente com &lcoois, &cidos gordurosos, ceras, acilglicérideos, fosfolipideos
e glicolipideos (Lockey 1988). A funcdo primaria dos CHCs é a prevencdo contra
dessecacdo e também atuar como uma barreira de protecdo contra patdogenos (Lockey
1988). Ao longo do processo de evolucdo dos insetos, os hidrocarbonetos, além da
fungdo primaria também passaram a ser utilizados na comunicacdo quimica, atuando
como feromonios, cairomonios e alomonios (Ebbs & Amrein, 2007).

Desta forma, o perfil cuticular vem sendo utilizado para identificacdo de
espécies como no estudo de Moore et al. (2014) que conseguiram diferenciar 3 espécies
de moscas varejeiras de importancia forense por meio das larvas de primeiro instar. Zhu
et al. (2006), Moore et al. (2013) e Paula et al. (2017) conseguiram diferenciar os
instares larvais de diferentes espécies de moscas pelos seus perfis quimicos da cuticula,
demonstrando que os CHCs sdo especificos de cada estadgio de desenvolvimento,
portanto, tendo importante implica¢fes na determinacao do IPM. Além disto, Kruger et
al. (1991) e Paula et al. (2017) observaram que a composi¢do quimica cuticular de
moscas variam de acordo com as populac6es, portanto, podendo ser aplicadas na pericia
para ajudar a solucionar qual o local onde o crime ocorreu, ou se o cadaver pode ter
sofrido algum deslocamento.

Todos estudos que avaliaram 0s compostos quimicos cuticulares de amostras de
interesse forense até o momento utilizaram técnicas cromatograficas (Ye et al. 2007,
Zhu et al. 2007, Moore et al. 2013, 2014, Pechal et al. 2014, Xu et al. 2014, Frere et al.
2014, Braga et al. 2016, Zhu et al. 2017, Barbosa et al. 2017, Bernhardt et al. 2017,
Moore et al. 2017, Paula et al. 2017). Entretanto, outra técnica também quimica vem
sendo utilizada para avaliar diferencas entre os perfis cuticulares de insetos (Gibbs &
Mousseau 1994, Gibbs & Pomonis 1995), sobretudo de amostras de himendpteros
sociais (Antonialli- Junior et al. 2007, 2008, Neves et al. 2012, 2013, Bernardi et al.
2014, Bernardi et al. 2017, Sguarizi-Antonio et al. 2017, Cunha et al. 2017). A técnica
de Espectroscopia Fotoacustica no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR-
PAS) vem sendo utilizada com sucesso para diferenciar grupos, sem a pretensdo de
identificar os compostos, mas sim grupos funcionais (Cunha et al. 2017).

Esta técnica corresponde a uma medida da radiacdo na faixa espectral do
infravermelho médio absorvida pela amostra, que apresenta como vantagens a aplicacao
em materiais de grande fragilidade como materiais biolégicos, podendo ser empregada

em medidas de amostras com dimensdes reduzidas e em relativamente pouco tempo,
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comparada a outras técnicas, ja que esta técnica ndo emprega métodos opticos
dispersivos na sua varredura espectral, de forma que a obtencéo dos espectros pode ser
realizada em poucos minutos, permitindo a analise de um grande ndmero de amostras
sem danifica-las (Greene et al. 1992). Outro aspecto relevante é que as amostras ndo
necessitam de uma etapa de preparo especial, podendo ser levadas direto para leitura
(Antonialli-Junior et al. 2008). Portanto, por ser uma analise rapida e ndo destrutiva
(Antonialli-Junior et al. 2007) ela pode ser uma ferramenta Util para andlises de
amostras de interesse forense, uma vez que de acordo com (Oliveira-Costa 2013) quanto
maior o tempo decorrido apds o crime, menores as chances de soluciona-lo.

Desta forma, uma vez que 0 sucesso para obtencédo de bons resultados de uma
técnica também depende do tipo de amostra, o objetivo deste estudo foi avaliar o
potencial da técnica FTIR-PAS para analisar diferencas do perfil quimico cuticular dos
diferentes estagios de desenvolvimento da mosca Chrysomya megacephala de duas
populagdes distintas, agilizando assim a obtencdo de resultados para responder

perguntas essenciais para a solu¢éo de casos envolvendo a pericia forense.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras

Foram coletados individuos adultos de C. Megacephala de duas populagdes
distintas: do municipio de Rio Claro-SP, no Campus da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” (latitude 22° 23°S Sul, longitude 47° 32°Oeste); outra do
municipio de Dourados-MS, no Campus da Universidade Estadual de Mato Grosso do
Sul, (latitude 22° 11’ Sul, longitude 54° 55’ QOeste). Para as coletas foram utilizadas
armadilhas confeccionadas a partir de trés frascos de politereftalato de etileno (PET) de
2 litros, nas quais foram introduzidas iscas atrativas compostas de visceras de carne
bovina e suina em elevado grau de decomposicgdo. Elas foram penduradas em galhos de
arvores a 1,5 metros de altura a partir do solo, exposta a luz solar durante 6 horas.

Os individuos adultos coletados foram conduzidos ao laboratorio de Ecologia
Comportamental (LABECO/UEMS) e apds triagem e identificacdo (Carvalho & Mello-
Patiu 2008) foram acondicionados em gaiolas de criagédo de 40 cm? e mantidos no
laboratdério em camara incubadora sob temperatura controlada de (25°C + 1) e em ciclo
claro-escuro de 12:12h. Foram mantidos 30 espécimes nestas condi¢des, os quais foram

alimentados com acucar e agua ad libitum. A carne bovina moida e crua foi empregada
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como substrato para oviposicdo. Ap6s as moscas efetuarem a oviposicdo, com auxilio
de um pincel fino, os ovos foram separados em lotes para um recipiente de vidro com
capacidade de 300 ml coberto com organza. A proporgdo utilizada foi de
aproximadamente 0,059 de ovos para 200g de carne moida. No quarto dia, quando as
larvas atingiram a fase de pds-alimentacéo, elas foram transferidas para outro frasco de
vidro com capacidade de 500 mL, na qual foram adicionados cerca de 250 mL de
serragem seca como substrato para a pupacgdo. Apds dois dias da emergéncia dos adultos
iniciou-se a maturacdo dos ovarios com figado bovino cru durante 5 dias, e mais cinco
dias sem a proteina. Apos 10 dias ofertou a carne moida crua para que 0s espécimes
realizassem a ovispotura. De modo que 0 experimento iniciou-se a partir da segunda

geracéo (F2).

Analise das amostras pela técnica Espectroscopia Fotoacustica no
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR-PAS)

Foram feitos testes prévios para se estabelecer qual nimero ou massa de
amostra de cada estagio de desenvolvimento resultaria em uma leitura com melhor
sinal. Assim, ficou estabelecido que a quantidade de ovos seria 0 equivalente a massa de
um adulto (0,054g +0,008), 10 larvas de primeiro instar, 2 larvas de segundo instar, 1
larva de terceiro instar, uma pupa e um individuo adulto. Foram realizadas 15 leituras de
cada estagio de desenvolvimento.

As amostras de ovos foram coletadas aproximadamente 8 horas apds a
oviposicao; as larvas de primeiro instar foram coletadas no primeiro dia ap6s eclosdo a
partir do surgimento de uma Unica fenda espiracular; as de segundo instar, no segundo
dia, quando ha duas fendas espiraculares; do terceiro instar no terceiro dia, quando ha
trés fendas espiraculares (Oliveira-Costa et al. 2013); da pupa no sétimo dia; e dos
adultos no décimo terceiro dia, apos a emergéncia das pupas.

Todas as amostras estavam frescas, sem nenhum tipo de fixacao, conservagdo ou
preparo, a fim de ndo correr riscos de qualquer tipo de solugdo reagir e extrair 0s
compostos da cuticula.

A leitura das amostras foi realizada com um espectrofotémetro Thermo-Nocolet
Nexus 670, combinado com um detector fotoacustico (MTEC-300). A célula
fotoacustica foi purgada com gas hélio antes de cada leitura com o objetivo de
maximizar o sinal fotoacustico, retirando o CO; e vapor de agua do interior da célula. O

espectro resultante de cada andlise foi obtido pela média de 128 varreduras (“scans”
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com resolucdo espectral de 16 cm™. Antes da leitura dos espectros das amostras, foi
utilizada uma amostra de carbono como referéncia (“background”) para a normalizagdo
da intensidade espectral, de modo que novos espectros de referéncia foram realizados a
cada 100 minutos. Para possibilitar uma analise comparativa, todos os espectros foram

normalizados.

Andlise estatistica

Para avaliar se existem diferencas significativas entre os perfis quimico
cuticulares entre as amostras dos diferentes estagios de desenvolvimento nas duas
populagdes, foram aplicadas uma funcéo discriminante (DFA — Discriminant Function
Analysis), com as intensidades dos picos de absor¢do mais relevantes encontrados nos
espectros obtidos por FTIR-PAS. Esta andlise estatistica é indicada por revelar um
conjunto de variaveis que melhor diferenciam os grupos avaliados (Quinn & Keough,
2002).

Nesta andlise, a varidvel Wilks’ Lambda ¢ utilizada como medida da diferenga
entre 0s grupos, sendo que valores préximos a zero indicam que 0S grupos ndo se
sobrepdem, enguanto valores préximos a 1 indicam elevada sobreposi¢do entre 0s
grupos e consequente inexisténcia de diferenca significativa entre eles (Manly 2008).
Todas as analises foram processadas pelo programa Statistica 7.

RESULTADOS

Analise das amostras pela técnica Espectroscopia Fotoacustica no
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR-PAS)

Os espectros médios de absorcdo do infravermelho médio de todos os estagios
de desenvolvimento das amostras das duas populacfes estdo representados na Figura
01. A partir destes espectros foram selecionados 14 grupos funcionais mais intensos
juntamente com o0s modos vibracionais e os picos mais significativos, estabelecidos a
partir das andlises estatisticas listados na Tabela 01, identificados a partir de dados
reportados na literatura (Lin-vien et al. 1991, Smith 1999).

Por meio da inspegdo visual dos espectros médios de absorcdo € possivel
detectar diferencas entre os perfis quimicos dos estagios das amostras das duas

populagdes (Figura 01). No qual alguns picos nas regifes destacadas sdo relativamente
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mais intensos enquanto outros menos. Alguns destes picos sdo referentes ao C-H fora
do plano e podem estar associados a hidrocarbonetos. Os picos em 1650 cm™ e 1681
cm™ podem ser atribuidos a presenca de alcenos e em 2854 cm™ o pico pode ser
atribuido a carbonos primarios e secundarios. Além dos hidrocarbonetos, o pico em
1241 pode estar associado a presenca de &cidos carboxilicos. E os picos em 1519 cm™ e
1542 cm™ podem estar associados a presenca de amidas e aminoacidos presentes na
cuticula.

A analise discriminante indica que ha diferencas significativas tanto entre a
composigdo quimica das amostras de Dourados-MS (Wilk’s Lambda=0,000; F= 56,20;
p<0,001), (Figura 02) quanto de Rio Claro-SP (Wilk’s Lambda=0,000; F= 54,50;
p<0,001) (Figura 03). A analise também comprova que ha diferencas significativas dos
perfis quimicos cuticulares entre as diferentes amostras das duas populacdes (Wilks'
Lambda= 0,001; F= 26,67; p< 0,001. A primeira raiz canbnica explicou 60% desta
separacdo para populacdo de Rio Claro, enquanto para Dourados a primeira raiz
candnica explicou 59.2 % desta separacdo, ambos para os 14 picos selecionados.

Nas amostras das duas populacdes, quatro picos foram importantes para a
separacdo entre os estagios. Sendo da populacdo de Dourados os picos 1396, 1542,
2923, e 2962 cm™; e de Rio Claro-SP os picos 679, 1064, 2854 e 2923 cm™. Entre estes,
nas amostras da populacdo de Dourados os picos 1396 e 2923 cm™‘foram os mais
significativos, ja para a populacéo de Rio Claro os picos foram 1064 e 2854 cm™. Estes
quatro picos sdo atribuidos aos grupos funcionais, O-CH2, CH2, CH, e CH3,
respectivamente, provavelmente sendo estes cujas concentragdes mais variaram entre as

amostras.

DISCUSSAO

De acordo com os resultados cada amostra das duas populagdes tém um espectro
médio Unico (Figura 01). As analises estatisticas, de fato, comprovam que a composi¢do
cuticular dos diferentes estagios e também as amostras das diferentes populacdes séo
significativamente diferentes (Figura 02 e 03, Tab. 01). Como também observado por
Paula et al. (2017), com 0 mesmo tipo de amostras foi possivel diferenciar populacdes e
tambem os estagios de desenvolvimento. Estes resultados levantam a possibilidade de

se utilizar uma técnica mais agil e simples para a obtencdo de um resultado similar
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qguando comparada a técnicas tradicionais, como por exemplo, a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas.

Os 14 grupos funcionais selecionados sdo representados principalmente por
hidrocarbonetos, mas tambem foi possivel identificar aminas e carbonilas como mostra
a tabela 1. De fato, Lockey (1988) destacam que além dos HCs ha outros compostos tais
como ésteres, &lcoois, &acidos graxos, parafinas, acilgliceridios, fosfolipideos e
glicolipideos presentes na cuticula dos insetos. Antonialli- Junior et al. (2007), (2008),
Neves et al. (2012), (2013), Bernardi et al. (2014), Bernardi, et al. (2017), Brito et al.
(2017), Sguarizi-Antonio et al. (2017) utilizando a mesma técnica também obtiveram
maior nimero de CHCs em detrimento aos outros grupos funcionais no perfil cuticular
de insetos sociais. No entanto a variacdo qualitativa, ou seja, a ocorréncia dos grupos
funcionais varia nos estudos supracitados de acordo com as espécies, por exemplo, no
estudo de Sguarizi-Antonio et al. (2017) os autores encontraram 0S MesSmMOS grupos
funcionais, exceto aos acidos carboxilicos que foram identificados somente neste
estudo.

Os picos em 1650 e 1681 podem ser atribuidos a presenca de alcenos. Os alcenos
ja foram também encontrados em amostras de varios estudos (Ferveur & Jallon 1996,
Brown et al. 1998, Rouault et al. 2004) e parecem estar mais relacionados com a
comunicacdo quimica (Gibbs 2002). Além disso, utilizando a técnica de FTIR-PAS
Tofolo et al. (2014) estudando a formiga Ectatomma opaciventre também encontraram
0 pico 1650, e por meio da discriminacdo destes espectros os autores confirmaram o
comportamento de polidomia desta espécie. De fato, Paula et al. (2017) utilizando CG-
EM para analisar os CHCs presentes nos estadgios de desenvolvimento de C.
megacephala também identificaram alcenos, reforcando dessa forma, a confiabilidade
da técnica.

O pico em 1241 pode estar associado a presenca de acidos carboxilicos. Este
pico também foi observado nos estudos de Guimardes et al. (2016) em amostras de
cuticulas de aranhas e por Tolofo et al. (2014) e Bernardi et al. (2017) em amostras de
cuticulas de formigas. E fato que os lipidios estdo presentes na cuticula das diversas
espécies de insetos (Ramsay 1935, Wigglesworth 1945, Beament 1945, Blomquist &
Bagnéres 2010) e que executam papel fundamental na impermeabilizacdo (Ramsay
1935) e comunicacdo quimica (Goodrich 1970, Blomquist e Bagnéres 2010).

J& os picos 1519 e o 1542 podem estar associados a presenca de amidas de

aminoacidos presentes na cuticula. Além dos aminodcidos serem 0s precursores de
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alguns hidrocarbonetos cuticulares (Blomquist e Bagneéres, 2010), eles também tém sido
utilizados para diferenciacdo de espécies de moscas necrofagas de importancia forense,
atuando desta forma, como ferramenta taxondmica (Giffen et al. 2017).

A intensidade destes picos selecionados varia entre o0s estagios de
desenvolvimento, 0 que sugere uma variacdo quantitativa de suas composicdes
quimicas. Paula et al. (2017) também encontraram diferencas significativas entre a
composicdo quimica cuticular entre os diferentes estagios de desenvolvimento e entre as
amostras destas mesmas populacdes. Além disso, outros estudos avaliando os estagios
de desenvolvimento de moscas como de Goodrich (1970) com L. cuprina, Armold &
Regnier (1975) com Sarcophaga bullata, Zhu et al. (2006) com C. rufifacies,
Golebiowsk et al. (2012) com Lucilia sericata e Xu et al. (2014) com Aldrichina
grahami reforcam a possibilidade dos compostos cuticulares atuarem como uma
ferramenta para distincdo dos estagios de desenvolvimento, no entanto, todos estes
estudos utilizaram como suporte, a técnica mais usual, a cromatografia gasosa.

Por outro lado, Simd@es et al. (2015) avaliando amostras da formiga Camponotus
atriceps, e Guimardes et al. (2016) amostras de diferentes estdgios da aranha
Latrodectus geometricus também conseguiram encontrar diferencas significativas entre
o perfil cuticular utilizando o FTIR-PAS.

Os gréficos de dispersdo (Figs. 02 e 03) mostram que h& maior sobreposicao
entre as amostras dos 3 estagios larvais, de forma geral nas duas populacdes com
pequena excecao das amostras do primeiro instar larval da populacdo de Sdo Paulo. Em
moscas, 0s estagios larvais necessitam ser menos susceptiveis a dessecacdo (Gibbs et al.
1997), ja que sua cuticula é menos esclerotizada (Chapman 2002). Isto indica que
imaturos de moscas, de diferentes instares necessitam de uma composicdo quimica
similar capaz de suprir suas necessidades fisiologicas. As larvas de Gltimo instar de
Diptera ciclorreférica estabilizam a composicdo de sua cuticula no dltimo instar para
formar um pupario duro e protetor como 0 primeiro estagio no processo de pupacao
(Andersen et al. 1996). De fato, pupas e adultos vivem em ambientes mais secos, 0 que
torna necessario ao individuo maior impermeabilizacdo (Zhu et al. 2006). Assim, é
possivel afirmar que os diferentes estagios de desenvolvimento sofrem diferentes
influéncias de seu ambiente de desenvolvimento, 0 que provoca alteracdes nos
compostos presentes na cuticula, caracterizando desta forma, cada estagio de

desenvolvimento (Xu et al. 2014).
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Os resultados das analises também comprovam que ha diferencas significativas
entre as composi¢des quimicas cuticulares entre as amostras das populacfes estudadas.
Chapman et al. (1995) analisando a espécie Schistocerca shoshone de seis localidades
diferentes no sudoeste dos Estados Unidos, Carlson et al. (2001) estudando o perfil de
HCs do muscideo de importancia forense Hydrotaea aenescens e Paula et al. (2017)
com a mosca varejeira C. megacephala, também encontram diferengas significativas
entre as populagbes avaliadas, no entanto, utilizaram a técnica cromatografica. Ainda
que exista uma tendéncia dos perfis cuticulares serem espécie-especificos, ha varios
mecanismos que podem modular estes compostos, pois populaces geograficas podem
sofrer alteracOes tanto quali como quantitativas dependendo das condic¢des a qual estéo
submetidas (Howard & Blomquist 2005). Por exemplo, um estudo de Ferveur & Jallon
(1996) ao estudar Drosophila melanogaster encontraram nos machos variacao
geografica nos HCs das populacBes proximas ao equador. Para Chapman et al. (1995)
0s HCs tem uma relacdo direta com o clima, pois 0s autores encontraram que 0S
compostos de populacGes onde apresentam maiores temperaturas tiveram maior
proporcOes de alcanos lineares em detrimento dos demais, fato este justificado devido
aos compostos lineares estarem mais ligados a prevencdo contra dessecacao.

O fato de serem encontradas diferengas significativas entre amostras de
diferentes populagdes tem um impacto importante para as periciais forenses, no tocante
a solucionar qual o local onde ocorreu o crime ou casos de translocacdo e/ou ocultagéo
de cadaveres, como ja discutido (Paula et al. 2017). Estes resultados corroboram os de
Paula et al. (2017) que encontraram 0s mesmos resultados com os mesmos tipo de
amostras, no entanto, usando a técnica de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), mostrando que a técnica de FTIR-PAS também é
util para avaliar diferengas entre os perfis quimicos de amostras de moscas de interesse
forense.

A possibilidade de tracar um perfil quimico especifico para qualquer estagio
pode auxiliar de forma efetiva as investigacBes criminais, visto que, ndo ha a
necessidade de criacdo nem de identificagdo morfoldgica, agilizando as investigaces
periciais (Moore et al. 2014). Diferencas intraespecificas destes compostos vém sendo
descritas com sucesso por estudos como os de Goodrich (1970), Armold & Regnier
(1975), Zhu et al. (2006, 2007), Ye et al. (2007) e Moore et al. (2013, 2014), durante o
desenvolvimento das moscas. No entanto, nenhum destes estudos utilizaram técnica de

FTIR-PAS, a qual apresenta uma clara vantagem quando o objetivo é avaliar se existem
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diferencas deste tipo entre as amostras, sem a pretensdo de avaliar quais sdo 0s
compostos responsaveis por estas diferencas.

Além disso, a técnica FTIR-PAS ndo requer preparo das amostras, que em outras
técnicas além de onerar bastante as analises, requer um tempo relativamente maior.
Outra vantagem desta técnica € que pode-se realizar analises em materiais de tamanho
reduzido e de grande fragilidade, como os materiais biologicos (Greene et al. 1992,
Skoog et al. 2002), caracteristicas muito importantes para as ciéncias forenses, pois a
agilidade na obtencdo dos resultados € a chave para chegar a maior confiabilidade
possivel na solucdo de um crime (Oliveira-Costa 2013).

De acordo com os resultados, por meio das anélises de FTIR-PAS, é possivel
detectar diferencas significativas, de forma confiavel como outras técnicas, tanto entre
os diferentes estagios, quanto em relacdo a amostras provenientes das duas populacoes.
Portanto, comprovou-se a eficiéncia da técnica para responder questfes de interesse
forense, uma vez que ndo demanda muito tempo para preparo e a analise das amostras
se torna uma ferramenta Gtil para uso em pericias forenses, sobretudo aquelas que
requererem o0 menor tempo possivel para se chegar aos resultados que possam levar a

solucdo de um crime.
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TABELA

Tabela 1. Relacdo dos 14 principais grupos funcionais e seus respectivos modos de

vibracdo selecionados a partir do perfil quimico cuticular obtido por FTIR-PAS para

andlise estatistica. #picos significativos para a populacdo de Dourados-MS; *picos

significativos para a populagéo de Rio Claro-SP.

Comprimento

Pico de ondas (cm™) Grupo funcional Modo vibracional

1* 679 CH Deformacdo do anel
2 849 CH Substituicéo do anel
3* 1064 CH Dobramento
4 1241 CHs-CO Estiramento simétrico
5# 1396 O-CH; Torcao fora do plano
6 1457 O-CH, Tesoura
7 1519 NH Dobramento

NH e/ Torcdo no plano e/ou
8 1542 ou CN (Amida II) estira?mento Fa)lssimétrico
9 1650 C=0 Banda de combinagio do Anel
10 1681 Cc=C Estiramento
11* 2854 CH-CH; Estiramento simétrico
12#* 2923 CH-CH, Estiramento assimétrico
13# 2962 CHs Estiramento assimétrico
14 3417 NH Estiramento simétrico
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Figura 1. Espectros médios de Chrysomya megacephala das populacdes de Rio Claro-
SP (a) e Dourados-MS (b) gerados por FTIR-PAS, com a indicacdo dos 14 picos de

maior relevancia para as analises estatisticas.
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Figura 2. Gréfico de dispersdo mostrando a diferenciacdo do perfil quimico cuticular
por FTIR-PAS, de acordo com os estagios de desenvolvimento da mosca Chrysomya
megacephala da populacdo de Dourados-MS (A) e populacdo de Rio Claro-SP (B).
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CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com nossos resultados os compostos quimicos cuticulares da espécie
C. megacephala podem ser usados como ferramenta para ajudar a determinar o IPM e o
local do crime, ou eventual deslocamento do cadaver.

Os compostos de pupérios também sdo uteis para determinar quantas ondas de
oviposicdo podem ter agido sobre carcacas o que pode ter consequéncia direta na
determinacéo do IPM.

O uso a técnica de FTIR-PAS mostrou-se confiavel para avaliar diferencas entre
os perfis quimicos cuticulares de amostras de mosca de interesse forense. Como é uma
técnica mais &gil do que as usais isto tem uma implicacdo importante sobre a obtencéao
de resultados mais rapidos para uso na pericia forense, sobretudo, a determinacdo do
IPM e, consequentemente para solucdo de um crime.

De fato, todos nossos resultados ajudam a comprovar que 0S COMPOStos
quimicos cuticulares podem ser usados como ferramenta auxiliar para obtencdo de

dados de forma mais agil, aumentando as chances para solucionar crimes.
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