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RESUMO

Cavalcante, Keison de Souza. Avaliacao do efeito do diazinon na composicao e sucessao
de assembleias de Calliphoridae em carcacas de coelhos domesticos. 2017. Dissertacao
(Mestre em Biodiversidade Tropical) — Programa de Pds-graduacdo em Biodiversidade
Tropical — Pro-Reitoria de Pesquisa e P0s-Graduacgéo - Universidade Federal do Amapa.

A Entomotoxicologia Forense consiste na deteccdo e andlise da interferéncia de
substancias toxicas sobre a biologia de insetos necro6fagos. Os envenenamentos fatais com
diazinon poderiam ocorrer acidentalmente ou ap6s uma tentativa de suicidio. O objetivo
deste estudo foi o de avaliar o efeito do diazinon presente em carcacas de coelhos
domeésticos na composicédo e sucessdo de Calliphoridae. Foram utilizadas 9 carcacas de
coelhos machos pesando, aproximadamente, 2 Kg cada que foram divididos em trés
grupos cada um com trés réplicas, a saber: um grupo controle, e dois grupos tratamento,
T1 100 mg/Kg e 300 mg/Kg. Foram selecionados trés fragmentos de cerrado amazénico.
Em cada um foi definida uma parcela de 100m x 50m, onde foram depositadas trés
carcacas (uma de cada grupo) distanciadas de 25m uma da outra. Foram observados cinco
estagios de decomposicdo, Fresca, Coloracdo-Gasosa, Coliquativa e Esqueletizacdo. Qito
espécies de Calliphoridae na fase adulta foram coletados, Chloroprocta idiodea (0,1 %),
Chrysomya albiceps (58,3 %), Chrysomya megacephala (14,2 %), Chrysomya putoria
(2,6 %), Cochliomyia hominivorax (1,3 %), Cochliomyia macellaria (0,5 %), Lucilia
eximia (19,8 %) e Paralucilia paraensis (3,3 %). A maior abundancia de espécimes
adultos no grupo Controle se deu somente a partir da Fase Coliquativa. A fase de
Esqueletizacdo foi mais abundante nas carcagas controle em relacdo as dos grupos
tratados. Foram coletados 941 individuos de Calliphoridae no estagio imaturo
pertencentes a trés espécies. C. albiceps (76,3 %) e C. putoria (1 %) e L. eximia (22,7).
As carcagas do tratamento T2 foram as que apresentaram o menor nimero de imaturos
colonizadores. O numero de imaturos coletados nas carcacas controle foi maior em
relacdo aos tratamentos (p= 0.00469). O diazinon presente em carcacas de coelhos
domeésticos interfere no tempo de putrefacéo destas, retardando as fases de decomposigéo

e influencia na colonizacao de formas imaturas de Calliphoridae.

Palavras-chave: Entomologia Forense; Organofosforado; Intervalo Post-mortem.



ABSTRACT

Cavalcante, Keison de Souza. Evaluation Of The Diazinon Effect On The Composition
And Succession Of Calliphoridae Assemblies On Carcasses Of Domestic Rabbits. 2017.
Dissertacdo (Mestre em Biodiversidade Tropical) — Programa de Pds-graduacdo em
Biodiversidade Tropical — Pro-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduacdo - Universidade Federal
do Amapa.

The Forensic Entomotoxicology consists of detection and analysis of the toxic substances
interference on the biology of necrophagous insects. The fatal poisonings caused by
diazinon could happen accidentally or after a suicide attempt. The goal of this study was
to evaluate the effect of the diazinon present in the carcasses of domestic rabbits on the
composition and succession of Calliphoridae. Nine carcasses of male rabbits were
utilized, weighing, approximately, 2 Kg each that were divided into three groups, each
group with three replicas, namely: a control group, and two treatment groups, T1 100
mg/Kg and T2 300 mg/Kg. Three fragments of Amazonian Cerrado were selected. In
each of them, a portion of 100m x 50m was defined, where three carcasses where placed
(one from each group) with a distance of 25m from each other. Five stages of
decomposition were observed, Fresh, Chromatic-Bloat, Black Putrefaction and
Skeletonization. Eight Calliphoridae species in the adult phase were collected,
Chloroprocta idiodea (0.1 %), Chrysomya albiceps (58.3 %), Chrysomya megacephala
(14.2 %), Chrysomya putoria (2.6 %), Cochliomyia hominivorax (1.3 %), Cochliomyia
macellaria (0.5 %), Lucilia eximia (19.8 %) and Paralucilia paraensis (3.3 %). The
greatest abundance of adult specimens in the Control group only started in the Black
Putrefaction phase. The Skeletonization phase was more abundant in the control carcasses
when compared to the carcasses of the treated groups. A total of 941 Calliphoridae
individuals were collected in the immature stage, belonging to three species. C. albiceps
(76.3 %) and C. putoria (1 %) and L. eximia (22,7). The carcasses of the T2 treatment
were the ones that presented the lowest number of immature colonizers. The number of
immature individuals collected on the control carcasses was higher when compared to the
treatments (p= 0.00469). The diazinon present in carcasses of domestic rabbits interferes
on their putrefaction time, retarding the decomposition phases and influences the

colonization by immature forms of Calliphoridae.

Keywords: Forensic Entomology, Organophosphate, Post-mortem Interval.
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1. INTRODUGCAO GERAL

1.1. ORDEM DIPTERA: FAMILIA CALLIPHORIDAE
A ordem Diptera compreende 0s insetos que possuem apenas um par de asas anteriores

funcionais em quase todos os individuos adultos. Os dipteros sdo insetos comuns e recebem
uma grande variedade de nomes, tais como, moscas e mosquitos. Estes invertebrados estéo
entre as quatro ordens megadiversas de insetos holometabolos e sdo bastante estudadas por
grande parte de seus representantes serem de importancia médica e veterinéria (Rafael et al.
2012).

Neste grupo estdo inseridas duas grandes subordens: Nematocera, com espécies de
pernilongos, mosquitos, etc., e Brachycera, com moscas (Triplehorn e Johnson 2011). No
entanto, Rafael et al. (2012) afirmam que outros agrupamentos possivelmente parafiléticos
ainda sao utilizados, como por exemplo, “Aschiza” e ‘“Acalyptratae” , por outro lado,
Brachycera é unicamente aceito como grupo monofilético.

Dentro da subordem Brachycera as moscas pertencentes a familia Calliphoridae
possuem o corpo de tamanho médio a grande, comumente de coloragdo metélica azul, violeta,
verde ou cobre, apresentando reflexos metalicos na regido do abdémen. As 12 espécies desta
familia sdo originarias das regides tropical e subtropical do “Velho Mundo”. As formas
imaturas sdo saprofagas, desenvolvendo-se em detritos, excrementos, carcagas animais e em
tecidos animais vivos e o0s adultos sdo tipicamente sinantropicos e extremamente ageis
(Oliveira-Costa 2011).

Os califorideos apresentam um papel importante na decomposicdo e na ecologia do
meio ambiente, reciclando materiais organicos mortos (Salem et al. 2015). Sdo os insetos
necr6fagos mais importantes, possuindo varias espécies colonizadoras de cadaveres humanos
(Oliveira-Costa et al. 2001, Bourguignon et al. 2006, Charabidze et al. 2015, Syamsa et al.
2015), cadaveres carbonizados (Pai et al. 2007) ou de animais (Isiche et al. 1992, Martins et al.
2013, Madra et al. 2015) tornando-os potencialmente Uteis em estudos forenses (Greenberg
1991).

Estas moscas sdo capazes de detectar e localizar cadaveres rapidamente, e em alguns
casos, dentro de minutos. Em particular, os califorideos estdo entre os primeiros insetos a
colonizarem cadaveres, e, portanto, podem ser utilizados como um reldgio biol6égico na
verificacdo do tempo de morte por duas ou mais semanas (Amendt et al. 2004).

Exceto em habitats marinhos, os artropodes de um modo geral constituem o principal
elemento da fauna cadavérica e os insetos, principalmente as moscas, predominam como o
grupo mais constante, diverso e conspicuo em tecidos humanos em decomposicao (Catts e Goff

1992). Com isso, existe a possibilidade da utilizacdo dos insetos e outros artropodes em
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investigacBes de litigios, onde esta aplicagdo busca solucionar pleitos judiciais através da
identificacdo taxonémica dos espécimes coletados, de suas interacdes ecoldgicas e de sua
biologia (Oliveira-Costa 2011).

1.2. ENTOMOLOGIA FORENSE
A Entomologia Forense utiliza os insetos e outros artropodes para solucionar questfes

juridicas (Catts e Goff 1992). Lord e Stevenson (1986) subdividiram esta ciéncia em trés
categorias, a Entomologia Forense Urbana, que ¢ utilizada para questdes civeis, onde a mesma
tenta resolver casos em que, por exemplo, houve a compra de um imével que esta sendo
danificado por insetos; a Entomologia Forense de Produtos Estocados, que é muito utilizada
nos exames periciais em que ha a contaminacdo em grande extensdo de produtos
industrializados estocados; e a Entomologia Forense Médico-Legal, onde envolve a area
criminal e os insetos sdo a chave para as solucfes de crimes.

Apesar do termo “entomologia” se relacionar ao estudo dos insetos, por vezes este
pode se referenciar a outros artropodes, com isso, a Entomologia Forense Médico-Legal é o
ramo da ciéncia forense em que a informacéo sobre insetos e outros artropodes é usada para
tirar conclusdes na investigacdo de casos legais, haja vista que estes invertebrados podem ser
encontrados em carcacas de seres humanos e de animais (Gennard 2007).

O primeiro registro do uso de insetos para a resolugdo de um caso data de 1235 d. C.
em um livro de Sung Tzu, intitulado ‘The Washing Away of Wrongs’, onde é descrita a
investigacdo de um homicidio onde a arma do crime, uma foice, possuia resquicios de sangue
e moscas sobrevoavam-na, indicando que o assassino a utilizou para matar sua vitima, depois
de interrogado o dono do instrumento confessou ser ele o autor do delito (Gennard 2007).

Porém, o primeiro caso em que se utilizou insetos propositalmente para auxiliar uma
investigacdo aconteceu na Europa em um caso descrito por Bergeret (1885), onde houve a
absolvicdo de um casal francés que era acusado da morte de uma crianga, cuja mumificacao
dos restos e fauna associada ao cadaver foram encontradas atras da lareira da casa onde
moravam ha pouco tempo, ou seja, como a carcaca ja estava em avancado estagio de
decomposicdo e a fauna de insetos indicava um IPM longo, o casal foi inocentado.

Mégnin (1894) consagrou a Entomologia Forense em uma obra intitulada ‘La faune
des cadavres: application de I’entomologie a la medecine legale’, onde descreve oito estagios
de decomposicéo, e a cada estagio associou uma onda de insetos que os colonizam, chamada
de sucessao entomoldgica, e os quais ele deu 0 nome de trabalhadores da morte.

No Brasil, os estudos com Entomologia Forense foram iniciados alguns anos depois

da publicacdo de Mégnin, pelos pesquisadores Edgard Roquette Pinto, no Rio de Janeiro, e
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Oscar Freire, na Bahia, onde ambos fizeram o registro da diversidade da fauna de insetos
necrofagos em regides de Mata Atlantica, baseando-se em estudos de casos em humanos e
animais realizados na primeira década do século XX (Pujol-Luz et al. 2008).

A regido Norte do Brasil tem contribuido grandemente com informac6es importantes
relacionados a Entomologia Forense, construindo um banco de dados para apoiar a Policia
Cientifica e demais pesquisadores. O primeiro estudo relacionando a Entomologia Forense
nesta regido ocorreu no ano 2000, na cidade de Belém Apos isto, diversos trabalhos ja foram
realizados e a regido Norte ja conta com 50% dos estudos de casos que ocorreram no Brasil e
que resultaram em trabalhos publicados em revistas cientificas especializadas (Oliveira-Costa
2013).

A sucesséo de artropodes em carcacas ja foi estudada em diferentes regides (Bourel et
al. 2004, Pujol-Luz et al. 2006, Oliveira-Costa et al. 2014, Salem et al. 2015, VVasconcelos et al.
2015, Weidner et al. 2015), sob diversas condigdes climaticas (Watson e Carlton 2003, 2005),
e parece ser comum para a maioria desses estudos a tentativa de subdividir o processo de
decomposicdo em uma cadeia global de estagios integrados, cada um com aparéncia
caracteristica, parametros fisicos e artropodes especificos para cada estagio de decomposicéo,
tendo como base uma linha de tempo (Catts e Goff 1992)

A abundéncia e a riqueza de insetos necrofagos mudam de acordo com as condi¢bes
biogeogréaficas, com isso, diferentes regides e condi¢des climaticas possuem uma comunidade
de insetos especifica e um padrdo de sucesséo diferente (Amendt et al. 2006).

Segundo Oliveira-Costa (2011), para regides neotropicais, a classificacdo das fases de
decomposicdo mais utilizada € a descrita por Gomes (1997), baseadas em Bonnet (1978), que
séo:

a) Fase fresca: Externamente o corpo ainda apresenta a aparéncia normal, no entanto,

existem bactérias intestinais consumindo o intestino do cadaver, além disso, a
autolise € processada, liberando enzimas;

b) Fase de coloracdo ou cromatica: Devido ao ceco ser o segmento do corpo que
acumula mais gases, esta fase é iniciada com o aparecimento de uma mancha verde
na regido do baixo ventre. Esta coloracdo é devida & formagdo do hidrogénio
sulforado combinado com a hemoglobina originando a sulfometemoglobina. O
periodo de duracdo desta fase ocorre entre 0 3° e 4° dia. No entanto, para a regido
Norte do Brasil este periodo pode ser menor devido as altas taxas de temperatura
e umidade (Oliveira-Costa 2013);

c) Fase gasosa: O cadaver fica inchado, com bolhas na pele e a lingua fica procidente.

Os gases produzidos pressionam 0 sangue que migra para a periferia originando o
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que é conhecido como circulagdo poéstuma de Brouardel, destacando a epiderme e
esbocando na derme o desenho vascular;

d) Fase coliquativa: Inicia-se com o rompimento da pele, abertura dos orificios
naturais e as partes moles comegam a desmanchar. Nesta fase a carcaga apresenta
uma consisténcia cremosa e, devido a desintegracdo progressiva dos tecidos, 0
volume é reduzido;

e) Fase de esqueletizacdo: Nesta fase 0s 0ssos comegam a ficar expostos e € a ultima
fase observada, sua duracdo varia de acordo com a regido geogréfica, ndo sendo
possivel a determinacdo exata de tempo para o inicio e fim desta fase;

Assim, insetos necrdfagos sao excelentes para elucidar padrbes dependentes do tempo

e um micro-habitat como uma carcaca € pequeno e tem limites claros. Com isso, experimentos
onde se utilizam carcacas ha a possibilidade de incorporacédo de diferentes estacfes. E por fim,
as carcacgas podem ser adquiridas em grande nimero e em muitos tamanhos, tornando-as Uteis
em experimentos com condi¢des naturais (Schoenly e Reid 1987).

Conhecer a distribuicdo, biologia e comportamento de insetos encontrados em um
corpo em decomposicao pode ajudar na solugdo de muitos casos na area criminal, fornecendo
informacdes sobre quando, onde, como e sob quais condigdes um crime foi cometido ou uma
pessoa morreu (Amendt et al. 2006).

Apesar da aplicacdo mais importante da Entomologia Forense consistir na estimativa
do intervalo pés-morte (IPM), ou seja, o intervalo entre 0 momento da morte e momento em
que o cadaver foi encontrado (Amendt et al. 2006), destacam-se também a investigacao de maus
tratos (Goff et al. 1991), morte violenta (Campobasso e Introna 2001), analise de DNA humano
extraido de larvas para a indicacdo de suspeitos a cena do crime (Wells et al. 2001, Durdle et
al. 2013), remocdo do cadaver (Catts e Haskell 2008, Salona et al. 2010) e a identificacdo de
drogas em imaturos quando ndo ha mais tecido do cadaver, esta Gltima aplicacdo consiste em
um sub-ramo da Entomologia Forense chamado de Entomotoxicologia Forense (Introna et al.
2001).

1.3. ENTOMOTOXICOLOGIA FORENSE
A Entomotoxicologia Forense ¢ um sub-ramo da Entomologia forense ainda muito

recente e consiste na deteccéo e analise da interferéncia de substancias toxicas sobre a biologia
de insetos que se alimentam de carcacas, para auxiliar na identificacdo de drogas e toxinas
presentes em tecidos de pessoas que tenham vindo a ébito por overdose (Campobasso et al.
2004).
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Esta ciéncia é ultil, dentre outras questfes, quando as amostras de tecidos, sangue ou
urina de cadaveres ndo sdo possiveis de se coletar por estarem esqueletizados ou em estado
avancado de putrefagdo, servindo os insetos como alternativas seguras para tais analises (Pien
et al. 2004). Além disso, a investigacdo dos efeitos causados por substancias no
desenvolvimento dos insetos deve ser levada em conta ja que pode gerar dados imprecisos sobre
a idade destes invertebrados, prejudicando assim a estimativa do IPM, quando esta € baseada
no ciclo de vida dos mesmos (Goff e Lord 1994).

Introna et al. (2001) relatam que o primeiro caso forense envolvendo a
Entomotoxicologia ocorreu na Finlandia, na década de 70, onde moscas adultas coletadas de
um cadaver feminino encontrado em avancado estagio de decomposi¢do apresentaram uma
baixa concentracdo de mercurio medido pela andlise toxicoldgica, tornando possivel a
localizacdo da area geogréfica de onde a vitima faleceu, uma area relativamente livre de
poluicdo por mercurio.

No entanto, foi s6 na década de 80 que esta ciéncia foi utilizada para a deteccdo de
uma droga, o fenobarbital, em larvas de califorideos (Beyer et al. 1980). Desde entdo diversas
substancias ja foram testadas ou detectadas, tais como: oxazepam (Kintz et al. 1990a),
bromazepam (Kintz et al. 1990b), morfina (Kintz et al. 1990c), cocaina (Manhoff et al. 1991),
heroina (Goff et al. 1991a), propoxifeno (Wilson et al. 1993), paracetamol (Sadler et al. 1997),
codeina (Kharbouche et al. 2008), metadona (Gosselin et al. 2010), metanfetamina (Magni et
al. 2014). Além disso, agua sanitaria, repelente de mosquitos, perfumes, soda céustica,
inseticida e gasolina (Aubernon et al. 2015).

Estas publicacbes demonstram que a Entomotoxicologia pode substituir as analises
envolvendo a toxicologia forense sempre que o material de origem de cadaver nao esta
disponivel devido ao avancado processo de decomposi¢do e a busca de substancias especificas
pode, consequentemente, ser executada até mesmo em imaturos de Diptera coletados nas
proximidades imediatas dos restos humanos (Gagliano-Candela e Aventaggiato 2001).

Apesar disto, deve-se levar em conta que o metabolismo e a excre¢do de drogas nos
diferentes estagios de desenvolvimento de insetos devem ser estudadas mais detalhadamente
para se ter uma ideia de como e em que medida as drogas sdo incorporados por esses insetos,
assim, entomotoxicologistas poderiam determinar qual a fase de desenvolvimento do inseto é
melhor para detectar drogas, quais 0s tecidos levardo a mais alta absor¢do destas e quais 0s
tecidos de insetos sofrem mais mudancas, isto tudo para aumentar a confiabilidade dos

resultados na Entomotoxicologia Forense (Gosselin et al. 2011).
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1.4. DIAZINON
O diazinon (O, O-dietil-O-2-isopropil-6-metilpirimidina-4-il fosforotioato), (Figura

1), é um inseticida da classe dos organofosforados que foi desenvolvido apos a Segunda Guerra
Mundial (Barrett e Jaward 2012) e é utilizado mundialmente em larga escala (Zafiropoulos et
al. 2014). E um inseticida que provoca uma estimulagdo continua no organismo através da
inibicdo da acetilcolinesterase, resultando em paralisia do sistema nervoso de insetos (Karatas
etal. 2011).

™

CH,—CH i S\P/D—CHE—CH3
: AN
N 0 0—CH,—CH,
4
CH,

Figura 1 - Estrutura molecular do diazinon (O, O-
dietil-O-2-isopropil-6-metilpirimidina-4-il
fosforotioato).

Esta substancia é geralmente aplicada como inseticida sistémico para o controle de
invertebrados, tais como pulgas e carrapatos, no entanto, também € altamente toxico para
animais de estimacdo, gado e seres humanos que, quando séo intoxicados, podem vir a 6bito
devido a insuficiéncia respiratéria resultante de inibicdo da unidade respiratéria central,
secrecdo brénquica excessiva e bloqueio nas juncGes neuromusculares (Lazarini et al. 2004).

A taxa de mortalidade com envenenamentos por organofosforados € bastante alta
(Sungur e Guven 2001). Somente em 2002, 873.000 suicidios causados pela ingestdo de
inseticidas foram registrados no mundo todo. A explicacdo mais provavel para o elevado
nimero de suicidios com o uso de pesticidas nos paises em desenvolvimento é a elevada
letalidade associada a ingestdo destes em comparacdo com casos relativamente baixos de
mortalidade de muitas das substancias comumente tomadas em atos de autoenvenenamento no
Ocidente (Gunnell et al. 2007).

O diazinon por suas diversas formas de utilizacdo, principalmente em torno de
habitagdes humanas, indica sua extensa disponibilidade e potencial exposi¢do humana acidental
ou intencional (Poklis et al. 1980), podendo causar intoxicagdes agudas, subagudas ou crénicas
e, por vezes, envenenamentos fatais que poderiam ocorrer acidentalmente ou ap6s uma tentativa
de suicidio (Papoutsis et al. 2012).

O primeiro caso registrado de suicidio com a utilizagdo de diazinon ocorreu em 1974

em que uma mulher de 65 anos veio a 6bito apos ingerir esta substancia (Heyndric et al. 1974).
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Posteriormente, Poklis et al. (1980) investigaram outro caso, no qual uma segunda mulher, com
54 anos foi encontrada por seu filho morta em uma cama. Apds a autdpsia, concluiram que a
causa da morte foi intoxicacéo devido a ingestdo de diazinon, a forma de morte foi considerada
suicidio. Ohta et al. (2006) descreveram mais um caso de suicidio onde subprodutos de
organofosforado foram detectados em um cadaver, proporcionando, assim, evidéncia
convincente de que o liquido que a vitima bebeu era constituido de produtos decompostos do
diazinon.

Envenenamentos devido a ingestdo de organofosforados sdo uma importante causa de
mortalidade e a taxa de pessoas que morrem devido & intoxicagdo por estes compostos esteve
entre 28% e 47% no periodo entre 1980 e 2000 (Coskun et al. 2015). Uma das tarefas mais
dificeis em medicina forense é decifrar a causa da morte em um caso obscuro ou discutivel,
portanto, o cuidado deve ser tomado ao se interpretar resultados toxicoldgicos positivos em

casos onde ha suspeita de envenenamento (Akhgari e Afshar 2013).
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2. HIPOTESES

Carcagas de coelhos domesticos envenenadas com inseticida diazinon influenciam na

composicao e na sucessdo de assembleias de Calliphoridae e nas fases de decomposicao.

Carcacas de coelhos domésticos envenenadas com inseticida diazinon ndo influenciam

na composicao e na sucessdo de assembleias de Calliphoridae e nem nas fases de decomposicao.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
e Avaliar o efeito do diazinon (organofosforado) na composicdo e sucessdao de

Calliphoridae em carcacas de coelhos domésticos em ambiente de cerrado amazoénico.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
¢ ldentificar a diversidade e abundancia de Calliphoridae presente em carcacas de coelhos

domesticos contendo o inseticida diazinon;

e Verificar se o inseticida diazinon interfere na sucesséo de Calliphoridae em carcacas de
coelhos domésticos;

e Analisar se a presenca do diazinon interfere no tempo de decomposicéo de carcacas de

coelhos domésticos.
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RESUMO

A Entomotoxicologia Forense consiste na detecgdo e analise da interferéncia de substancias
toxicas sobre a biologia de insetos necréfagos. Os envenenamentos fatais com diazion poderiam
ocorrer acidentalmente ou ap6s uma tentativa de suicidio. O objetivo deste estudo foi o de
avaliar o efeito do diazinon presente em carcacas de coelhos domésticos na composicao e
sucessdo de Calliphoridae. Foram utilizadas 9 carcacas de coelhos machos pesando,
aproximadamente, 2 Kg cada que foram divididos em trés grupos cada um com trés réplicas a
saber: um grupo controle, e dois grupos tratamento, T1 100 mg/Kg e 300 mg/Kg. Foram
selecionados trés fragmentos de cerrado amazonico. Em cada um foi definida uma parcela de
100m x 50m, onde foram depositadas trés carcacgas (uma de cada grupo) distanciadas de 25m
uma da outra. Foram observados cinco estagios de decomposicdo, Fresca, Coloracd-Gasosa,
Coliquativa e Esqueletizacdo. Oito espécies de Calliphoridae na fase adulta foram coletados,
Chloroprocta idiodea (0,1 %), Chrysomya albiceps (58,3 %), Chrysomya megacephala (14,2
%), Chrysomya putoria (2,6 %), Cochliomyia hominivorax (1,3 %), Cochliomyia macellaria
(0,5 %), Lucilia eximia (19,8 %) e Paralucilia paraensis (3,3 %). A maior abundancia de
espécimes adultos no grupo Controle se deu somente a partir da Fase Coliquativa. A fase de
Esqueletizacdo foi mais abundante nas carcacgas controle em relacdo as dos grupos tratados.
Foram coletados 941 individuos de Calliphoridae no estagio imaturo pertencentes a trés
espécies. C. albiceps (76,3 %) e C. putoria (1 %) e L. eximia (22,7%). As carcacas do tratamento
T2 foram as que apresentaram o menor nimero de imaturos colonizadores. O numero de
imaturos coletados nas carcacas controle foi maior em relacdo aos tratamentos (p= 0.00469). O
diazinon presente em carcacas de coelhos domésticos interfere no tempo de putrefacéo destas,
retardando as fases de decomposicdo e influencia na colonizacdo de formas imaturas de
Calliphoridae.

PALAVRAS-CHAVE: Entomologia Forense, Organofosforado, Intervalo Post-mortem

FINANCIAMENTO: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq)
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1. INTRODUCAO
Os califorideos apresentam um papel importante na decomposicdo e na ecologia do

meio ambiente reciclando materiais organicos mortos [1] e s@o os insetos necrofagos mais
importantes, possuindo Vérias espécies colonizadoras de cadaveres humanos [2-5], cadaveres
carbonizados [6] ou de animais [7-9] tornando-se potencialmente Gteis em estudos forenses
[10].

A Entomologia Forense utiliza os insetos e outros artrépodes para solucionar questoes
juridicas [11]. Conhecer a distribuicdo, biologia e comportamento de insetos encontrados em
um corpo em decomposi¢do pode ajudar na solugcdo de muitos casos na area criminal,
fornecendo informagdes sobre quando, onde, como e sob quais condicdes um crime foi
cometido ou uma pessoa morreu [12]. Além disso, € possivel a identificacdo de drogas em
imaturos quando ndo ha mais tecido do cadaver [13].

A Entomotoxicologia Forense & um sub-ramo da Entomologia forense ainda muito
recente e consiste na deteccéo e analise da interferéncia de substancias toxicas sobre a biologia
de insetos que se alimentam de carcacas, para auxiliar na identificacdo de drogas e toxinas
presentes em tecidos de pessoas que tenham vindo a 6bito por overdose [14].

A taxa de mortalidade de envenenamentos por organofosforados € bastante alta [15] e
s6 em 2002, 873.000 suicidios causados pela ingestdo de inseticidas foram registrados no
mundo todo. O diazinon é um organofosforado [16] utilizado mundialmente em larga escala
[17]. E um inseticida que provoca uma estimulacéo continua no organismo através da inibicdo
da acetilcolinesterase resultando em paralisia do sistema nervoso de insetos [18]. Por suas
diversas formas de utilizagdo, principalmente em torno de habitagdes humanas, indica sua
extensa disponibilidade e potencial exposicdo humana acidental ou intencional [19], podendo
causar intoxicaces agudas, subagudas ou crénicas e, por vezes, envenenamentos fatais que
poderiam ocorrer acidentalmente ou apds uma tentativa de suicidio [20]. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito do diazinon presente em carcacas de coelhos domésticos na

composicdo e sucessdo de Calliphoridae em ambiente de cerrado amazoénico.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de Estudo
O Estado do Amapa abrange uma area que se estende 4° latitude Norte a 1° de latitude

Sul e de 50° de longitude WGr. a 54° de longitude WGr. Esta regido corresponde a 140.276
Km2, ou seja, 1,65% da area do Brasil. O estudo foi realizado no Campus Marco Zero da
Universidade Federal do Amapa (UNIFAP), Macapa,Amapa,Brasil em area metropolitana,

apresentando fragmentos de ilha de mata seca que sdo formacdes florestais no bioma Cerrado
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que ndo possuem associagdo com cursos de agua, caracterizados por diversos niveis de queda

das folhas durante a estacdo menos chuvosa [21].

2.2. Etapa Experimental
Foram utilizadas 9 carcacas de coelhos machos pesando, aproximadamente, 2 Kg cada.

A escolha deste modelo se deu por serem estes animais muito utilizado em experimentos com
Entomotoxicologia Forense [22-25]. O procedimento de eutandsia seguiu 0 que esta
estabelecido na Resolugdo Normativa N° 13, de 20 de Setembro de 2013 [26] e obteve-se
aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA — UNIFAP sob o nimero de
protocolo 002/16.

Os coelhos foram divididos em trés grupos cada um com trés réplicas [27], a saber:
um grupo controle, mortos sem o diazinon e dois grupos tratamento, sendo um grupo tratado
com coelhos mortos com 100 mg/Kg do inseticida (T1 = Tla, T1b e T1c) e outro grupo com
300 mg/Kg (T2 = T2a, T2b e T2c). O inseticida foi administrado via intracardiaca.

Foram selecionados trés fragmentos no Campus da UNIFAP, com similaridade na
estrutura vegetal e no grau de conservagdo. Em cada fragmento foi definida uma parcela de
100m x 50m, onde foram depositadas trés carcacgas (uma de cada grupo) distanciadas de 25m

uma da outra.

Legend
Sampling unit
o A
A B
= C

0°0'20"S
0°0'20"S

51°5'15"W 51°5'10"W 51°5'5"W

Fig. 1. Desenho amostral do experimento indicando as trés parcelas que foram estabelecidos nos
trés fragmentos de ilha de mata seca no Campus Marco Zero da UNIFAP.

Para a amostragem dos insetos adultos foi utilizada uma armadilha do tipo Shannon
adaptada medindo 2m x 1,5m sobre cada carcacga. Os imaturos foram coletados com auxilio de

pingas entomoldgicas e levados para criagdo. Todos os insetos foram levados para o laboratorio
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de Arthropoda da UNIFAP onde foram triados e identificados. As coletas foram realizadas
diariamente entre 10h e 12h. As identificacBes foram feitas com o auxilio das chaves
taxonémicas de Carvalho and Ribeiro [28], Mello [29] e Carvalho and Mello-Patiu [30]. Para
a coleta de insetos, obteve-se autorizagdo do Sistema de Autorizagdo e Informacgdo em
Biodiversidade — SISBIO sob o0 nimero 52371-1.

2.3. Fases de Decomposicao
As fases de decomposicao foram verificadas diariamente. Foi seguida a classificagdo

de Oliveira-Costa [2] para a comparacdo e o reconhecimento dos diferentes estagios de
decomposicéo dos coelhos, que foram descritas por Gomes [31] e baseadas em Bonnet [32],
onde descreve cinco fases, a saber: fase fresca, fase da coloracéo, fase gasosa, fase coliquativa

e fase de esqueletizacéo.

2.4. Dados Meteorologicos
Os dados de temperatura relativa do ar (°C) e umidade relativa do ar foram aferidos

diariamente nos ambientes de estudo por meio da utilizagdo de termo-higrometro. A
precipitagdo pluviométrica (mm) diaria foi obtida através de consulta ao banco de dados do
Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) e Sistema Nacional de Dados Ambientais
(SINDA).

A temperatura relativa do ar foi de 27,8 °C , a umidade relativa do ar foi de 42,8 % e
a precipitacdo pluviométrica, obtida através de consulta ao banco de dados do Instituto Nacional
de Pesquisas Espaciais (INPE) e Sistema Nacional de Dados Ambientais (SINDA), foi de 8,6

mm.

2.5. Andlises Estatisticas
Para a verificacdo da normalidade dos dados obtidos foi utilizado o teste de Shapiro-

Wilk. Para verificar diferencas significativas na riqueza de Calliphoridae entre os tratamentos
e nas fases de decomposicao foi feita uma analise de variancia ANOVA complementado pelo
teste de Tukey. O nivel de significancia adotado nos referidos testes foi de 5%. Para a realizacao

dos calculos estatisticos foi utilizado o Software R versdo 3.2.2.



3. RESULTADOS
3.1. Fases de Decomposicao

Foram observadas cinco fases de decomposicdo: Fresca, Coloragdo-Gasosa,

Coliquativa e esqueletizacdo. As fases de Coloracéo e Gasosa ocorreram simultaneamente. As

carcacas do grupo controle atingiram o estagio de esqueletizacdo no quarto dia, um tempo

menor em comparagdo com as carcacgas que continham o diazinon, as quais atingiram esse

estdgio no sexto dia (Fig. 1). Houve diferenca significativa no tempo de cada fase de

decomposigéo das carcagas controle e das tratadas com diazinon (F= 9,8, p=0,02579).

Tipo
% Tratamentos
~& Contrale

Dias de Experimento

I I I I
Fresca Coloragio-Gasosa Coliquativa Esqueletizacio
Fases de Decomposicdo

Fig. 2. Tempo em dias das fases de decomposicéo das carcagas Controle e dos Grupos Tratamentos.

No quinto dia, as carcacas controle ja haviam atingido a um estagio bem avangado de

decomposicdo, restando poucos tecidos moles e boa parte dos 0ssos ja estavam expostos, no

entanto, as carcacas tratadas com diazinon ainda estavam no fim da fase Coliquativa e somente

apos 15 dias € que atingiram a decomposicao total (Fig. 3).

: 4 s (e T e | N IS
Fig. 3. A = Carcaca de coelho doméstico do grupo controle no quinto dia de decomposicdo
com boa parte dos 0ssos ja aparentes, B = Carcaca de coelho doméstico contendo Diazinon
no quinto dia de decomposic&o.
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3.2. Composicéo de Calliphoridae adultos
Foram coletadas oito espécies de Calliphoridae na fase adulta (Tabela 01). Chrysomya

albiceps (Wiedemann,1819) foi a mais abundante entre todas as espécies e também foi a que
esteve em maior nimero em cada carcaga. Chloroprocta idiodea (Robineau-Desvoidy, 1830)
foi a menos abundante, com dois individuos, e sua ocorréncia se deu em apenas duas carcagas

(T1c e T2a) seguida por Cochliomyia macellaria (Fabricius, 1775) com apenas 9 espécimes.

Carcagas
Espeécies Controle Teste 1 Teste 2 Total
Ca* Cb® Cc¢ Tia® Tib® Tic® T2a9 T2b" T2C

Chloroprocta idiodea N 0 0 0 0 0 1 1 0 0 2
(Robineau-Desvoidy) % 0 0 0 0 0o 07 0,2 0 0 0,1
Chrysomya albiceps N 110 130 107 186 54 94 327 26 25 1059
(Wiedemann) % 56,7 471 723 775 30,2 648 585 65 75,8 58.3
Chrysomya megacephala N 31 60 8 20 15 5 109 9 1 258
(Fabricius) % 16 21,7 54 83 84 34 195 225 3 14,2
Chrysomya putoria N 1 8 3 7 1 4 20 2 2 48
(Wiedemann) % 05 29 2 29 06 28 36 5 61 2,6
Cochliomyia hominivorax N 3 11 2 2 0 0 5 1 0 24
(Coquerel) % 1,5 4 14 08 0 0 09 2,5 0 1,3
Cochliomyia macellaria N 0 1 0 1 0 0 7 0 0 9
(Fabricius) % 0 04 0 04 0 0 13 0 0 0,5
Lucilia eximia N 47 63 18 21 105 12 82 2 4 354
(Wiedemann) % 242 228 122 88 587 83 147 5 121 19,8
Paralucilia paraensis N 2 3 10 3 4 29 8 0 1 60
(Mello) % 1 11 68 13 22 20 14 0 3 3,3
Total 194 276 148 240 179 145 559 40 33 1819

Tabela 1. Abundéncia absoluta e relativa de adultos de Calliphoridae coletados nas carcagas controle e
tratamentos. (* Controle a, ° Controle b, ¢ Controle c, d Tratamento 1a, © Tratamento 1b, ¥ Tratamento 1c, ¢
Tratamento 2a, " Tratamento 2b, ' Tratamento 2c).

Né&o houve diferenca significativa entre o nimero de individuos adultos das carcagas

controle e tratadas com diazinon(tabela 2).

No. de
Grupo individuos MédiatSE P
coletados
Controle 618 206+64.8
Teste 1 564 188+48.1
Teste 2 632 210,7+£301.7

0,978

Tabela 2. Diferencas no nimero médio de adultos que foram coletados nas carcagas de coelhos e significancia
dada pelo teste Anova.
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3.3. Sucessao de Calliphoridae Adultos
A Tabela 3 mostra a sucessdo de Calliphoridae entre os trés grupos. Nas carcacas

controle o ndmero de individuos adultos coletados foi muito menor (N= 5) na Fase de
Coloragdo-Gasosa em comparagdo com as carcagas dos outros dois tratamentos (N= 337 no T1
e N= 396 no T2). A maior abundancia de espécimes adultos no grupo Controle se deu somente
a partir da Fase Coliquativa. A fase de Esqueletizacdo foi mais abundante nas carcagas controle
em relacdo as dos grupos tratados. Apesar desses resultados, ndo houve diferenca significativa

na sucessdo de Calliphoridae entre os grupos tratados (F= 0,5996, p= 0,5789).

. Controle Teste 1 Teste 2
Especies
FF CG> cC¢ Ed F CG C E F CG ¢C E
o N 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Ch. idiodea
% 00 00 00 00 00 00 05 00 00 00 00 5,6
. N 0 2 141 148 0 184 136 14 0 219 148 11
C. albiceps
% 00 40,0 653 49,2 0,0 546 66,7 609 0,0 553 67,9 61,1
N 0 0 18 80 0 16 19 5 0 92 25 2
C. megacephala
% 00 00 83 266 00 47 93 217 0,0 232 115 11,1
) N 0 0 5 7 0 9 3 0 0 10 14 0
C. putoria
% 00 00 23 23 00 27 15 00 00 25 64 0,0
o N 0 0 0 16 0 2 0 0 0 4 1 1
Co. hominivorax
% 00 00 00 53 00 06 00 00 00 10 05 5,6
. N 0 0 0 1 0 1 0 0 0 4 3 0
Co. macellaria
% 00 00 00 03 00 03 00 00 00 10 14 0,0
o N 0 3 47 39 0 115 19 4 0 59 26 3
L. eximia
% 00 600 218 130 00 341 93 174 00 149 119 16,7
) N 0 0 5 10 0 10 26 0 0 8 1 0
P. paraensis
% 00 00 23 33 00 30 12,7 00 00 20 05 0,0
Total 0 5 216 301 0 337 204 23 0 39 218 18

Tabela 3. Sucessdo entomolégica de Calliphoridae adultos coletados em carcagas de coelhos domésticos mortos
sem intoxica¢do por Diazinon (Controle) e dois grupos de coelhos domésticos tratados com diferentes dosagens
de Diazinon (T1 e T2). (% Fase Fresca, ® Fase Coloracdo-Gasosa, ¢ Fase Coliquativa, ¢ Fase de Esqueletizagio).

A coleta de individuos adultos atingiu seu pico no quarto dia, no entanto, dois dias
apos isto, as carcacas do grupo controle por ja estarem na fase de esqueletizacdo ndo atrairam
mais muscoides e s6 foram capturados mais adultos no décimo primeiro dia, estes eram
provenientes da emergéncia de adultos que antes colonizaram a carcaga quando imaturos.
Somente no décimo sexto dia € que as caragas contendo o diazinon ndo mais atrairam individuos

adultos.
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3.4. Composicéo de Calliphoridae imaturos
Foram coletados 941 individuos de Calliphoridae no estagio imaturo pertencentes a

trés espécies. C. albiceps foi a espécie mais abundante e Chrysomya putoria (Wiedemann,1818)
a menos abundante com apenas 9 individuos. As carcacas do tratamento T2 foram as que
apresentaram 0 menor ndmero de imaturos colonizadores, com apenas a carcaca T2a

colonizada, ndo foram coletados de imaturos nas carcacgas T2b e T2c (Tabela 4).

Carcaca

Espécies Controle Teste 1 Teste 2 Total
Ca Cb Cc Tila Tib Tic T2a T2b T2

] N 338 142 127 15 0 52 3 0 0 677
C. albiceps
% 496 209 186 2,2 0 82 04 0 0 77,4
) N 1 3 4 1 0 0 0 0 0 9
C. putoria
% 111 333 444 111 0 0 0 0 0 1
o N 0 20 111 1 112 0 7 0 0 251
L. eximia
% 0 8 442 0,40 446 0 28 0 0 26,7
Total 339 165 242 17 112 56 10 0 0 937

Tabela 4. Abundancia de imaturos de Calliphoridae coletados nas carcagas.

N&o houve diferenca significativa entre o nimero de imaturos coletados nas carcacas

controle e nas tratadas com diazinon (tabela 5).

No. de
Groupo individuos MédiatSE P
coletados
Control 746 248,7+87.2
Test 1 181 60+48
Test 2 10 3,315,8

0.00469
Tabela 5. Diferencas no nimero médio de imaturos coletados nas carcagas de coelhos.

3.5. Dados Meteoroldgicos
A temperatura relativa do ar foi de 27,8 °C , a umidade relativa do ar foi de 42,8 % e

a precipitacdo pluviométrica foi de 8,6 mm.

4. DISCUSSAO
As fases de decomposicdo foram semelhantes a trabalhos realizados na regido

amazonica brasileira [33-35]. Utilizando também como modelo animal carcagas de coelhos
domésticos na Malésia, Silahuddin, Latif, Kurahashi, Walter and Heo [36] observou cinco
estagios de decomposicao, diferentemente de Lawai, Rahim and Ngaini [37], que também
utilizando este modelo animal, observaram apenas quatro estagios. Em funcdo das altas

temperaturas e elevados niveis de pluviosidade e umidade na regido amazonica, 0S processos
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de decomposicao cadavérica sao acelerados [38], isto provavelmente influenciou na ocorréncia
simultanea das Fases de Coloracao e Gasosa.

As carcacas tratadas com diazinon apresentaram uma colonizacdo de imaturos bem
reduzida, o que consequentemente colaborou para uma decomposicdo mais tardia em relagcdo
as carcacas controle. Karatas, Bahgeci and Bagpinar [18] estudando os estagios iniciais de
Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophilidae) observaram que grande parte daquelas que
estavam inseridas em culturas contendo o diazinon ndo conseguiram atingir o estagio adulto.
Isso ocorre porque o diazinon provoca a inibi¢do da acetilcolinesterase e resulta na paralisia do
sistema nervoso dos insetos [18].

O forte odor dos organofosforados ndo impede que a atracdo de insetos as carcacas
seja diminuida [23], contudo, as carcacas T2b e T2c ndo foram muito atrativas para califorideos
adultos em relacdo aos outros grupos. A alta capacidade de predacédo de C. albiceps pode afetar
a abundancia de outros califorideos [39], por isso esta espécie foi a mais abundante em todas as
carcacas. Como também observado por Abd El-Bar and Sawaby [23], em um trabalho
utilizando coelhos mortos pela acdo de um organofosforado, as carcacas do grupo controle
também produziram apenas uma geracao de califorideos até a fase de esqueletizagdo.

A maior abundancia nas fases de Coloragdo-Gasosa nos grupos tratados com diazinon
se deu provavelmente porque essas fases se prolongaram por mais um dia e o odor se tornou
mais forte e atrativo para esses insetos. No entanto, quando atingiram a fase Coliquativa o
inseticida antes presente apenas no interior da carcaga, passou a ser liberado junto com os
fluidos do corpo e o seu odor deste pode ter influenciado na baixa atratividade nesta fase quando
comparadas com as carcacas controle. Com isso, a baixa colonizacdo de insetos na fase de
Esqueletizacdo das carcacas tratadas com diazinon pode ter influenciado na sua duracgéo [40].

O numero de espécies adultas (S= 8) foi maior que o numero de espécies no estagio
larval (S= 3). Gunatilake and Goff [41] afirmaram, ao estudar o efeito malation em larvas de
artropodes, que inseticidas podem retardar a oviposi¢do por varios dias e, com isso, diminuindo
drasticamente o nimero de imaturos. Por ser um poderoso inseticida, o diazinon diminuiu

significativamente o nimero de imaturos nas carcagas com a maior concentracao.

5. CONCLUSOES
O diazinon presente em carcacas de coelhos domeésticos interfere no seu tempo de

putrefacdo, retardando as fases de decomposicdo. Este inseticida influencia também na
colonizacdo de formas imaturas de Calliphoridae pois as larvas ndo conseguem se desenvolver

até os estagios de pupa e, consequentemente, ndo colonizam com sucesso 0 substrato. Estes
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resultados podem servir para o auxilio de investigagdes forense onde a causa da morte pode ser

de envenenamento por diazinon.
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