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RESUMO

Uma das principais aplica¢des da entomologia forense médico-legal ¢ a
estimativa do intervalo pés-morte (IPM). Entretanto, certas substancias
quimicas presentes em um cadaver podem interferir no desenvolvimento
dos insetos que se alimentam dele, sendo importante conhecer estes
efeitos para uma estimativa mais precisa do [IPM. Entomotoxicologia ¢ o
ramo da entomologia forense que estuda o uso de insetos necrofagos na
deteccdo e andlise de drogas e outras substdncias em tecidos em
decomposi¢do, além de investigar seus possiveis efeitos no
desenvolvimento destes artropodes. Sendo assim, o objetivo principal
deste trabalho foi investigar o impacto dos quimioterapicos
ciclofosfamida (CF) e metotrexato (MTX) no desenvolvimento pds-
embrionario de Chrysomya megacephala. Para isso, foram feitos
experimentos in vitro com diferentes concentragdes destas drogas
incorporadas em carne bovina moida, simulando as dosagens injetadas
em humanos que passam por quimioterapia. Foram feitos cinco
tratamentos para a alimentagdo das larvas em cada experimento, sendo
um controle negativo (dgua destilada). Para a CF foram utilizadas %2 Dose
inicial intravenosa - DIIv (25 mg/kg), 1 DIIv (50 mg/kg), 2 DIIv (100
mg/kg) e 4 DIIv (200 mg/kg); e para o MTX foram utilizadas %2 Dose
Inicial Intraperitoneal - DIIp (5 mg/kg), 1 Dllp (10 mg/kg), 2 DIIp (20
mg/kg) e 4 DIIp (40 mg/kg). Todos os tratamentos foram realizados em
triplicata e mantidos a 25°C em estufa BOD. A cada 12 horas eram
retiradas trés larvas de cada tratamento, sacrificadas e o comprimento
total de cada uma era medido com auxilio de um paquimetro digital, até
o abandono da dieta para pupariacdo. Foi também realizado um
experimento a parte sem manipulacdo das larvas para calcular as taxas de
sobrevivéncia larval e total para cada tratamento, além da proporcao
sexual das moscas emergidas. ANOVA e teste Tukey foram realizados
para comparar o efeito das drogas sobre o desenvolvimento de C.
megacephala. Os resultados indicaram claramente que ambos os
medicamentos afetaram o desenvolvimento e sobrevivéncia de C.
megacephala, porém de forma heterogénea. Além disso, houve um desvio
da razao sexual esperada nas larvas expostas ao MTX, emergindo uma
quantidade significativamente maior de fémeas do que machos. Estes
fatores de interferéncia negativa devem ser considerados em casos de
morte suspeita de pessoas que faziam uso destes medicamentos para que
nao haja uma subestimativa de IPM.

Palavras-chave: Ciclofosfamida. Entomotoxicologia. Intervalo Pos-
morte. Metotrexato.






ABSTRACT

One of the main applications of medico-legal forensic entomology is the
estimation of the postmortem interval (PMI). However, certain chemical
substances present in a cadaver can interfere in the development of the
insects that feed on it, thus it is important to know these effects for a more
accurate estimation of PMI. Entomotoxicology is the branch of forensic
entomology that studies the use of scavenger insects in the detection and
analysis of drugs and other substances in decomposing tissues, in addition
to investigating their possible effects on the development of these
arthropods. Therefore, the main purpose of this work was to investigate
the impact of the chemotherapeutic drugs cyclophosphamide (CF) and
methotrexate (MTX) on the post-embryonic development of Chrysomya
megacephala. For this, in vitro experiments were performed with
different concentrations of these drugs incorporated in minced beef,
simulating the dosages injected in humans that undergo chemotherapy.
Five treatments were done to feed the larvae in each experiment, with one
as a negative control (distilled water). For CF, % initial intravenous dose
- DIIv (25 mg/kg), 1 DIlv (50 mg/kg), 2 DIIv (100 mg/kg) and 4 DIIv
(200 mg/kg) were used; and for MTX ' Initial Intraperitoneal Dose -
DIlp (5 mg/kg), 1 DIIp (10 mg/kg), 2 DIIp (20 mg/kg) and 4 DIIp (40
mg/kg) were used. All treatments were performed in triplicate and
maintained at 25°C in a BOD chamber. At every 12 hours three larvae of
each treatment were removed, sacrificed and the total length of each one
was measured with the aid of a digital caliper until the abandonment of
the diet for pupariation. A separate experiment without manipulation of
the larvae was also performed to calculate the larval and total survival
rates for each treatment, in addition to the sex ratio of the emerged flies.
ANOVA and Tukey test were performed to compare the effect of drugs
on the development of C. megacephala. The results clearly indicated that
both drugs affected the development and survival of C. megacephala, but
in a heterogeneous manner. In addition, there was a deviation in the
expected sex ratio in MTX-exposed larvae, with significantly more
females than males emerging. These negative interference factors should
be considered in cases of suspected death of people using these drugs so
that there is no underestimation of PMI.

Keywords: Cyclophosphamide. Entomotoxicology. Methotrexate.
Postmortem Interval.
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1 INTRODUCAO
1.1 CLASSE INSECTA

Os insetos sdo classificados dentro da classe Insecta, filo
Arthropoda, subfilo Hexapoda, com cerca de um milhdo de espécies
descritas sendo, portanto, o grupo mais diverso do planeta (GRIMALDI;
ENGEL, 2005; GULLAN; CRANSTON, 2010). Esta vasta riqueza de
espécies ocorre devido a diversas caracteristicas, como o seu tamanho
diminuto, que permite a exploragdo de diferentes microhabitats; tempo
curto de geracdo; a grande capacidade de resposta as alteragdes no
ambiente, principalmente devido a sua heterogeneidade genética e as
interagdes coevoluciondrias entre grupos de insetos € outros organismos
favorecem a rapida diversificagdio das espécies (GULLAN;
CRANSTON, 2010).

Estes animais podem estar presentes nos mais variados habitats
de diversos ecossistemas, com exce¢do dos oceanos profundos
(TRIPLEHORN; JOHNSON, 2015). Entretanto, a riqueza de espécies de
insetos nos tropicos é aparentemente muito maior do que nas regides
temperadas do planeta, mesmo que exista uma falta de inventarios de
fauna nas regides tropicais para provar (GULLAN; CRANSTON, 2010).

O corpo dos insetos ¢ segmentado em uma série de metameros,
agrupados em trés tagmas ou regides distintas (cabega, torax e abdomen),
possuem esqueleto externo articulado, formado por uma cuticula que
reduz a perda de agua para o meio, sendo esta uma das principais
caracteristicas responsaveis pelo sucesso evolutivo destes organismos,
além da presenga de asas em adultos do grupo Pterygota, o que possibilita
uma maior dispersdao e consequente exploracdo mais abrangente de
recursos, assim como vantagens para fuga de predadores (GIANNOTTI;
SOUZA; PREZOTO, 2010; GULLAN; CRANSTON, 2010;
RUPPERT; BARNES, 1996).

Os insetos possuem grande importancia ecoldgica, sendo
considerados componentes-chave de quase qualquer teia alimentar,
participando da ciclagem de nutrientes, polinizando plantas, mantendo a
fertilidade e estrutura do solo, além de atuar no controle populacional de
varios outros organismos (MAJER, 1987; SHURIN; GRUNER;
HILLEBRAND, 2006).

Além da importancia ecologica, estes artropodes exercem grande
influéncia na sociedade humana, tanto negativamente, atuando como
vetores ou agentes causadores de doengas, além de provocarem grandes
prejuizos econdmicos como pragas agricolas e urbanas (TRIPLEHORN;
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JOHNSON, 2015), assim como de maneira benéfica, fornecendo mel,
cera, seda, polinizando grandes plantagdes, como fonte alimentar em
algumas culturas, controle de pragas, terapia larval e também auxiliar em
investigagdes criminais (LINHARES; THYSSEN, 2012; SCUDDER,
2009).

1.2 ENTOMOLOGIA FORENSE

Entomologia forense ¢ a ciéncia que estuda os insetos e outros
artropodes relacionados ao sistema judicial, podendo ser dividida em trés
grandes areas: entomologia urbana, relacionada as infestagdes de insetos
em constru¢des e jardins; entomologia de produtos armazenados e
alimentos, relacionada a acdes que envolvam a presenga de insetos em
produtos alimenticios e suas embalagens, assim como em armazéns ou
depdsitos; e entomologia médico-legal, médico-forense ou médico-
criminal, sendo esta caracterizada principalmente pelo uso dos artropodes
na investigagdo de crimes envolvendo mortes violentas (LORD;
STEVENSON, 1986; PUJOL-LUZ; ARANTES; CONSTANTINO,
2008).

O primeiro caso documentado do uso de insetos em uma
investigacdo criminal foi relatado pelo advogado e investigador chinés
Sung Tzu no século XIII, onde descreve a resolugdo de um caso de
homicidio por golpes de foice em um campo de arroz, cujos
investigadores encontraram a arma do crime através das moscas que a
sobrevoavam, possivelmente atraidas por tracos de sangue. Apds ser
interrogado, o dono do instrumento confessou o crime (BENECKE,
2001).

O primeiro trabalho cientifico na area da entomologia forense foi
publicado em 1894 na Franga por Jean Pierre Mégnin, intitulado “La
faune des cadavres” (A fauna dos cadaveres), sendo considerado o marco
para a entomologia forense (OLIVEIRA-COSTA, 2011). Em seu livro,
Mégnin descreve 19 relatos de casos, além de desenvolver sua teoria de
que a colonizagdo de cadaveres por insetos ocorre em oito ondas
sucessionais, sendo apenas duas se o corpo estiver enterrado (BENECKE,
2001).

1.3 ENTOMOLOGIA FORENSE NO BRASIL
No Brasil, em 1908, ap6s 14 anos do trabalho de Mégnin, foram

publicados os trabalhos pioneiros de ROQUETTE-PINTO (1908) e Oscar
Freire, que marcaram o inicio do desenvolvimento de estudos em
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entomologia forense no pais. Freire apresentou a primeira coleg¢do de
insetos necrofagos da Bahia, além dos resultados dos seus estudos com
cadaveres humanos e de pequenos animais, enquanto que o trabalho de
Roquette Pinto, publicado no mesmo ano, apresentou um estudo de caso
com a fauna cadavérica em um humano no Rio de Janeiro (PUJOL-LUZ
et al., 2008).

Em 1911, apos estudos em Sdo Paulo, LUDERWALDT (1911)
publicou uma lista de insetos necréfagos, mas como seu foco eram os
coleopteros, Freire criticou seu trabalho considerando-o deficiente em
relacdo aos dipteros.

Em 1923, apés a morte de Oscar Freire, foi publicado pela
Revista de Medicina o conjunto de sua obra, intitulado “Fauna cadavérica
brasileira”, considerado de extrema importancia para os estudos sobre a
entomologia forense no pais ao destacar que as técnicas desenvolvidas
em outros paises, como a estimativa de tempo de morte através do padrao
de sucessao da fauna cadavérica, ndo podem ser aplicadas diretamente no
Brasil devido ao clima e biodiversidade brasileira. Durante cerca de 40
anos apos o trabalho de Pessda & Lane, foram raros os trabalhos na area
da entomologia forense no Brasil, retornando apenas em 1987 com o
trabalho sobre sucessdo de fauna de insetos necrofagos realizado por
Monteiro-Filno & Penereiro e a partir desta época, diversos
pesquisadores desenvolveram estudos na area, mas somente em 2003,
com a publicacdo do livro de Janyra Oliveira-Costa, a academia e a
pericia criminal comecaram a dialogar no pais (PUJOL-LUZ et al., 2008).

1.4  FAUNA CADAVERICA

A fauna cadavérica pode ser dividida em quatro grupos, de
acordo com KEH (1985) e DALY e colaboradores (1998):

e Necrofagos: grupo de artropodes que se alimentam de tecidos
dos corpos em decomposi¢do em algum momento do ciclo de
vida.

e Onivoros: artropodes com dieta variada, alimentando-se ndo
somente dos restos organicos, mas também da fauna associada
ao cadaver.

e Parasitas e predadores: parasitas utilizam as reservas dos
artropodes que colonizaram o cadaver para seu proprio
desenvolvimento; predadores se alimentam dos outros
artropodes.

e Acidentais: grupo de artropodes encontrados no cadaver por
acaso, sendo este a extensdao do seu habitat natural.



26

As moscas sdo, na maioria das vezes, as primeiras colonizadoras
necrofagas de um organismo em decomposi¢do e, portanto, estes insetos
sd0 os mais utilizados como ferramenta para estimar o intervalo pds-
morte (IPM - periodo que corresponde ao intervalo de tempo entre a
ocorréncia da morte e a descoberta do cadaver) quando os métodos
tradicionais, como a curva de decaimento da temperatura corporal e
rigidez cadavérica, ndo sao apropriados devido ao tempo de morte muito
longo (AMENDT; KRETTEK; ZEHNER, 2004; GOFF; OMORI;
GUNATILAKE, 1988).

O IPM pode ser estimado a partir de diferentes métodos
entomologicos, sendo que alguns utilizam dados da sucessdo faunistica
que coloniza o cadaver, outros a partir do desenvolvimento do inseto
presente no cadaver, utilizando parametros como estagio do inseto mais
velho, dimensdes e peso das larvas e pupas, expressdo génica,
hidrocarbonetos cuticulares, dispersao larval, além do método do grau-
dia ou grau-hora acumulado, que associa o estagio de desenvolvimento
com as temperaturas do ambiente ¢ da massa larval (HIGLEY;
HASKELL, 2001; SHARMA; GARG; GAUR, 2015; WELLS;
LAMOTTE, 2001).

A atragdo das moscas pela carniga envolve a ativagdo inicial,
orientagdo ¢ comportamento de pouso, até a oviposigdo, que pode
acontecer minutos apds a ocorréncia da morte e, sendo assim, a idade dos
insetos mais velhos constitui o IPM minimo estimado para um cadaver
(ASHWORTH; WALL, 1994).

Para estimar um IPM com maior precisdo, ¢ fundamental um
profundo conhecimento da biologia, ecologia e comportamento da
espécie em questdo, assim como a possivel influéncia das variaveis no
desenvolvimento das larvas, como a temperatura, umidade do ar, estagdo
do ano e uso de substancias quimicas pelo cadaver (VERMA; PAUL,
2013).

1.5 DIPTERA

A ordem Diptera ¢ uma das mais diversas dentre os insetos, ndo
somente na riqueza de espécies, que ja ultrapassa 152 mil espécies
descritas (COURTNEY et al., 2009), mas também nos seus habitos
alimentares, estrutura corporal, interacdo com os humanos e exploragio
de habitats, podendo ser encontrados em todos os continentes e
ambientes, com excegdo do alto mar e dentro de geleiras (COURTNEY
et al., 2009; SKEVINGTON; DANG, 2002).
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Os dipteros passaram por complexas modificagdes morfologicas,
possuindo apenas um par de asas funcional e desenvolvido, ja que o par
de asas posterior ¢ reduzido em uma estrutura que confere estabilidade ao
voo, conhecida como halter ou balancim (YEATES; WIEGMANN,
2005).

Estes insetos possuem desenvolvimento holometabolo, sendo
que o ciclo de vida tipico destes insetos passa por diferentes estagios,
consistindo em geral pela fase de ovo, trés ou quatro instares larvais,
estagio de pupa e estagio adulto (COURTNEY et al., 2009).

Os dipteros podem depositar seus ovos em diferentes ambientes,
como vegetagdo aquatica ou terrestre, rochas ou no substrato alimentar,
entre outros locais préximos ou no proprio ambiente onde a larva se
desenvolve (COURTNEY et al., 2009). Entretanto, alguns grupos de
dipteros sdo viviparos, como Mesembrinellinae (Calliphoridae) e
Hippoboscoidea, ou os ovos sdo incubados dentro da fémea e eclodem
durante ou imediatamente apos a oviposi¢do (Sarcophagidae e alguns
Tachinidae, respectivamente) (MEIER; KOTRBA; FERRAR, 1999). A
maioria dos dipteros possuem reproducdo sexual, porém alguns grupos
podem apresentar reprodugdo partenogenética e até mesmo pedogénese
(reproducao em estagios imaturos) (COURTNEY et al., 2009).

As familias de dipteros mais utilizadas em estudos forenses sdo
Calliphoridae, Sarcophagidae e Muscidae, pois tém destaque na invasdo
pos-morte e na decomposicao do cadaver (WELLS; LAMOTTE, 2001).
Dentre estas, a familia Calliphoridae possui a maior importancia, pois
geralmente € a primeira a colonizar o cadaver, oferecendo uma maior
precisdo na estimativa do IPM, além de ser a mais conhecida e estudada
(CARVALHO, LUCILIA MARIA LOPES et al., 2004; OLIVEIRA-
COSTA, 2011). Os representantes desta familia sdo vulgarmente
conhecidos no Brasil como mosca varejeira, sendo geralmente
caracterizada por sua coloracdo metalica (OLIVEIRA-COSTA, 2011).

Uma das espécies de califorideos mais estudadas dentro da
entomologia forense ¢ a Chrysomya megacephala (Fabricius), uma vez
que estas moscas demonstram uma preferéncia pela oviposi¢do em
cadaveres recentes, sendo considerada uma excelente espécie indicadora
da estimativa do IPM minimo (BYRD; CASTNER, 2001). Além disso,
esta entre as espécies mais abundantes em levantamentos da entomofauna
associada a carcagas de suinos (FERNANDES, 2014, JUK, 2013) e em
cadaveres humanos (dados nio publicados) na regido de Florianopolis-
SC.

Originaria da Australasia e Pacifico, esta espécie foi encontrada
no Brasil pela primeira vez em 1978 nos estados de Sao Paulo e Rio de
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Janeiro (GUIMARAES; DO PRADO; BURALLI 1979). Ao se
estabelecer em um ambiente urbano, torna-se a espécie dominte, podendo
ser encontradas tanto em cadaveres humanos e de outros animais, assim
como em fezes, urina e restos de alimentos, o que propicia a transmissao
de diversos patdgenos, além de poderem causar miiase secundaria;
embora também possam atuar como polinizadores (ANDERSON et al.,
1982; OLIVEIRA-COSTA, 2011; WELLS, 1991).

De acordo com BARCELOS (2014), a 25°C os ovos de C.
megacephala eclodem apos 16 horas de incubagdo, passando para o 2°
estagio larval apos uma média de 26 horas, para o 3° estagio apos uma
média de 22 horas, empupando apés uma média de 108 horas,
permanecendo nesse estidgio por mais uma média de 180 horas até a
emergéncia do adulto, totalizando uma média de cerca de 14 dias para o
desenvolvimento completo até a emergéncia dos adultos (Figura 1),
sendo que o tempo minimo total foi de 258 horas (10,75 dias).

Figura 1 — Esquema representando o ciclo de vida de C. megacephala e tempo
médio de desenvolvimento a 25°C. A) Ovos; B) Primeiro instar larval; C)
Segundo instar larval; D) Terceiro instar larval; E) Pupa; F) Adulto; L1)
Espiraculos posteriores de primeiro instar larval; L2) Espiraculos posteriores de
segundo instar larval; L3) Espiraculos posterioresde terceiro instar larval.
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Fonte: Adaptado de The Cleveland Natural History Museum (2011), com dados
de BARCELOS (2014).
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Os ovos dessa espécie sdo ovais, com cerca de 0,52 mm de
comprimento e 0,12 mm de largura, colorag@o branca e possuem uma face
plana, com proje¢des arredondadas grandes e pequenas, ¢ a outra face
convexa, apresentando marcacdes hexagonais correspondentes as células
foliculares (DAVID; ROCHA; CAETANO, 2008).

As larvas de primeiro instar possuem comprimento médio de
3,22 mm, com corpo dividido em 12 segmentos com fileiras de micro-
espinhos em torno de cada um destes segmentos. Na cavidade oral,
apresentam um par de antenas, um par de palpos e a crista oral; maxila
constituida por um par de pecas simétricas com articulagdo na base;
mandibula formada também por um par de pecas simétricas, com apice
pontiagudo, sendo menor ¢ menos pigmentada que aquela. Possuem um
par de espiraculos posteriores com apenas uma abertura espiracular em
cada e peritrema incompleto (BARROS-CORDEIRO; PUJOL-LUZ,
2010).

As larvas de segundo instar sdo semelhantes as de primeiro
instar, mas mais desenvolvidas, com comprimento médio de 7,97 mm.
Apresentam um par de espiraculos anteriores com nove ou dez branquias,
maxila fortemente esclerotizada e pigmentada, curva e com apice
pontiagudo e mandibula fusionada a maxila. O par de espiraculos
posteriores apresentam, cada um, duas aberturas e peritrema incompleto
(BARROS-CORDEIRO; PUJOL-LUZ, 2010).

As larvas de terceiro instar possuem comprimento médio de
15,51 mm (medidas at¢é a 50 hora), com esqueleto cefalofaringeo
completamente formado. Espiraculos anteriores mais robustos ¢ com 10-
12 branquias e posteriores com trés aberturas em cada espiraculo e
peritrema incompleto (BARROS-CORDEIRO; PUJOL-LUZ, 2010).

As pupas ficam contidas dentro de um pupario de formato
cilindrico, marrom, com comprimento médio de 9,34 mm e diametro
médio de 3,34 mm, onde permanecem até a emergéncia do adulto
(SIRIWATTANARUNGSEE et al., 2005).

Os adultos sdo em geral robustos, com olhos compostos com
grande quantidade de omatideos conferindo uma coloracdo vermelha,
cabeca notavelmente grande, torax e abdomen metalicos, de coloragdo
variando entre azul e verde (CARVALHO; MELLO-PATIU, 2008) .
Estas moscas, diferentemente de outras espécies, sdo bastante ativas
durante a tarde e periodos crepusculares (BYRD; CASTNER, 2001).
Apresentam dimorfismo sexual, evidenciado na regido da cabeca, sendo
que os machos possuem olhos holdpticos e as fémeas dicopticos
(CARVALHO; MELLO-PATIU, 2008) (Figura 2).
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Figura 2 — Detalhe do dimorfismo sexual em C. megacephala, evidenciando olhos
dicopticos de fémea (A) e holopticos de macho (B).

i3 ]

Font: Arquivo pessoal.
1.6 ENTOMOTOXICOLOGIA

Um dos principais objetivos da entomologia forense ¢ a
elaboragdo de uma estimativa de IPM precisa para auxiliar em
investigagdes criminais. Entretanto, algumas substancias presentes na
fonte de alimento dos insetos podem influenciar seu desenvolvimento,
causando um célculo erroneo do IPM que, dependendo do método, utiliza
os dados do tempo de desenvolvimento do inseto para a estimativa
(THYSSEN; GRELLA, 2011). Com isso, surgiu a entomotoxicologia,
ramo da Entomologia Forense que estuda o uso de insetos necréfagos na
deteccdo e andlise de drogas e outras toxinas em tecidos em
decomposigdo, além de investigar os possiveis efeitos destas substancias
no desenvolvimento destes artropodes, possibilitando uma estimativa de
IPM mais precisa (INTRONA; CAMPOBASSO; GOFF, 2001).

Corpos esqueletonizados ou em estagio de decomposicdo
avancada ndo oferecem amostras de tecidos ou fluidos, como sangue e
urina, que possibilitem anélises toxicoldgicas tradicionais (INTRONA et
al., 2001). Sendo assim, os insetos podem funcionar como uma
alternativa a estas analises, ja que ao se alimentarem de tecidos em
decomposi¢do, ingerem, incorporam ¢ acumulam as drogas e toxinas que
estavam presentes no cadaver, ficando presas na cuticula das larvas ou
nos puparios durante longos periodos de tempo (BOUREL et al., 2001),
os quais podem permanecer intactos por centenas de anos, podendo ser
uma excelente amostra para analise toxicologica (NUORTEVA, 1987).

O primeiro estudo a detectar substancias toxicas em larvas de



31

insetos de interesse forense foi publicado por NUORTEVA (1977), ao
descrever um caso em que as larvas encontradas em um cadaver
continham mercurio, indicando que a vitima morava em uma area com
alta poluicdo por este metal. Entretanto, o primeiro trabalho a sugerir a
utilizagdo de insetos como amostra biologica alternativa para
determinacdo qualitativa de substancias toxicas foi publicado em 1980
por Beyer e colaboradores, em um estudo de caso que relata a detecgdo
de fenobarbital em larvas de Cochliomyia macellaria (Fabricius)
coletadas de um cadaver em avancado estado de decomposi¢do, sem
nenhum tecido para analise (BYRD; PEACE, 2011).

Somente anos depois comegou-se a estudar os efeitos de
substancias toxicas no desenvolvimento dos insetos de importancia
forense, ficando evidente a importancia destes estudos para se fornecer
uma estimativa de [IPM baseada em dados entomologicos com precisdo
(INTRONA et al., 2001). Um exemplo é o caso de envenenamento por
malathion relatado por GUNATILAKE e GOFF (1989), onde os estagios
de desenvolvimento de Chrysomya rufifacies (Macquart) e C.
megacephala indicaram um IPM minimo de cinco dias, sendo que a
vitima havia sido vista pela ultima vez com vida oito dias antes da
descoberta do corpo. A presenca de apenas duas espécies de larvas de
moscas em um cadaver encontrado ao ar livre no Hawaii refor¢ou a
hipotese dos autores de que o malathion contido nos tecidos teria atrasado
a colonizacdo do cadaver pelos artropodes.

Os efeitos de diversas substincias quimicas em diferentes
espécies de insetos de importancia forense ja foram estudados, como por
exemplo cocaina (CARVALHO, L. M. L.; LINHARES; PALHARES,
2012; GOFF; OMORI; GOODBROD, 1989), heroina (GOFF et al.,
1991), anticoncepcional (SANTOS, 2013), escopolamina (OLIVEIRA et
al., 2009; THYSSEN; GRELLA, 2011), metanfetamina (GOFF;
BROWN; OMORI, 1992; MULLANY et al., 2014), ketamina (LU et al.,
2012; ZOU et al., 2013), paracetamol (O'BRIEN; TURNER, 2004),
nicotina (GUERRA et al., 2016), antibidticos (FERRAZ et al., 2014;
SHERMAN; WYLE; THRUPP, 1995) entre outras.

1.7 QUIMIOTERAPICOS E CANCER

O cancer ¢ um grupo de doengas que tém como caracteristicas
principais o crescimento ¢ migragdo desregulados de células anormais,
podendo causar a morte do individuo (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2015). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
apenas em 2012 o numero de diagnosticos de cancer estimado
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mundialmente foi de 14,1 milhdes, com 8,2 milhdes de Obitos pela
doenga, sendo que no Brasil, 223.700 pessoas morreram devido ao cancer
no mesmo ano (FERLAY et al., 2015). Em uma projecdo recente, estima-
se que em 2017 ocorram 1.688.780 novos casos de cancer ¢ 600.920
mortes somente nos Estados Unidos (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017)

Atualmente, existe uma variada gama de tratamentos do cancer:
cirurgia, radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia e imunoterapia,
que podem ser utilizados de forma isolada ou combinada (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2015).

A ciclofosfamida (CF) (C7H;5Ci2N2O2P) (Figura 3) ¢ um
quimioterapico com atividade citotoxica e imunossupressora, utilizado no
tratamento de alguns tipos de cancer e doengas autoimunes, sendo
classificado como agente alquilante do grupo das oxazoforinas,
geralmente utilizado em associagdo com outros quimioterapicos
(GENUXAL® 2013). Seu uso clinico foi introduzido em 1958, sendo um
dos agentes quimioterapicos e imunossupressores mais utilizados ainda
hoje, estando presente na Lista de Medicamentos Essenciais da OMS
(MOORE, 1991; WHO, 2015). A CF foi sintetizada acreditando-se que
seria seletiva para células cancerigenas, ja que a sua conversao em forma
ativa somente ocorreria através da quebra de sua estrutura pela enzima
fosforamidase, presente em altos niveis nessas células (MOORE, 1991).

Figura 3 — Estrutura quimica da ciclofosfamida (A) e sua versdo comercial
injetavel (B).
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Fonte: http://cyclophosphamide.org/wp-
content/uploads/2013/08/Cyclophosphamide.png,
http://images.medscape.com/pi/features/drugdirectory/octupdate/SDZ32330.jpg

A CF ¢ biotransformada no figado (mais do que no tumor) pelo
sistema de oxidase de fungdo mista microssomal em 4-
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hidroxiciclofosfamida, ao sofrer oxidagao no carbono de posicao 4 e, com
a abertura espontinea do anel, se converte em aldofosfamida, composto
instavel que sofre conversdo em acroleina e fosforamida mostarda, seus
metabolitos ativos (Figura 4) que interferem no crescimento celular, ao
se ligar covalentemente ao DNA, levando a quebra de filamentos,
interrupcdo da sintese de DNA e morte celular (SANTOS et al., 2007).
Esta droga ndo possui atividade citotoxica contra células de cancer in
vitro, tornando-se ativa somente apds ser oxidada por enzimas hepaticas,
além de que a CF inalterada possui baixo poder de ligagdo com as
proteinas do plasma, o que significa que a droga em si possui pouca a¢ao
sobre o crescimento celular (MOORE, 1991). Apesar de ser excretada na
forma de metabodlitos, cerca de 5-25% da dose € excretada na urina sem
sofrer alteragdo (MOORE, 1991).

Figura 4 — Mecanismo de degradagéo oxidativa de ciclofosfamida no DNA para
formacdo de metabolitos reativos ciclofosfamida e sua forma ativa.
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Fonte: Adaptado de SANTOS et al. (2007).

Duas vias de administracdo da droga podem ser utilizadas,
dependendo do tipo de tratamento necessario: oral em doses que variam
de 100 a 200 mg por dia para seu uso como imunossupressor ou em alguns
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casos malignos, e intravenosa quando as doses devem ser maiores, sendo
que para o tratamento de muitos tumores malignos, doses entre 600 e
1000 mg/m? sdo administradas a cada trés ou quatro semanas e, no caso
de transplantes de medula 6ssea, quando sua maior dosagem ¢
recomendada, aplica-se até 240 mg/kg diariamente por quatro dias
seguidos (MOORE, 1991).

Outro quimioterapico bastante utilizado no tratamento de
diversos tipos de céncer, doengas autoimunes ¢ gravidez ectdpica é o
metotrexato (também conhecido como metotrexano ou MTX)
(JOLIVET; CHABNER, 1983) (Figura 5). Esta substdncia ¢ um dos
antimetabolitos e antifolatos mais utilizados desde a introdugdo clinica
deste grupo de quimioterapicos em 1948, atuando na inibi¢do do
metabolismo do acido félico por ser analogo a este (JOLIVET;
CHABNER, 1983; MORRISON; DEDRICK; LUTZ, 1987). Sua acéo
terapéutica consiste na forte ligagdo entre o MTX e diidrofolato redutase,
uma enzima necessaria na producdo dos cofatores de folato
imprescindiveis para a biossintese de purinas, timidilatos e outros
aminoacidos, ocasionando entdo a interrup¢do da sintese de DNA e
replicagdo celular, além de causar morte celular (JOLIVET; CHABNER,
1983) (Figura 6). Entretanto, para que ocorra a morte celular, é necessario
que mais de 95% de ligagdo completa de MTX com a enzima ocorra, ja
que as células possuem uma quantidade de diidrofolato redutase maior
que a necessaria para a produgdo adequada de cofatores de folato
(JACKSON; HARRAP, 1973;1979; MORRISON et al., 1987).

Figura 5 — Estrutura quimica do metotrexato (A) e sua versdao comercial injetavel

(B).

Fonte: http://www.igb.es/cbasicas/farma/farma04/formulas/metotrexato.jpg,
https://br.pinterest.com/ALittleBitOfA A/methotrexate-articles/
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O MTX pode ser administrado por diferentes vias, como a oral,
intravenosa, intramuscular, intratecal, subcutinea e intradssea,
dependendo da doenca a ser tratada. Doses baixas por via oral apresentam
rapida absorcdo gastrointestinal, enquanto altas doses sdo absorvidas de
maneira irregular (PIOTO, 2007). J& quando administrado na circulagido
sistémica, o MTX difunde-se e se acumula nos glébulos vermelhos e soro
(PIOTO, 2007).

Ap6s a administragdo de altas doses (>500 mg/m?), 0 MTX ¢
convertido em poliglutamatos (MTX-PG) através da adigdo de residuos
de glutamil pela acdo enzimatica de folilpoliglutamato sintetase
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012). Os MTX-PG
formados apresentam intensa carga, dificultando sua passagem para fora
da membrana plasmatica, aumentando assim seu efeito inibitdrio, ficando
retido nos rins por varias semanas e no figado por varios meses
(BRUNTON et al., 2012; LACASCE, 2011).

Figura 6 — Diagrama esquematico do mecanismo de a¢do do metotrexato (MTX).
A aglo antiproliferativa do MTX ¢ mediada pela inibicdo das vias folato-
dependentes pela competigdo com o acido folico pelos sitios de ligagdo, devido a
sua maior afinidade com a enzima diidrofolato redutase.
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Fonte: Adaptado de SHEN et al. (2012).
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1.8  JUSTIFICATIVA

A alta incidéncia de cancer faz dessa doenga um problema de
saude publica mundial (FERLAY et al., 2015), ndo sendo, portanto,
incomum o contato de insetos com cadaveres de pessoas que fizeram
tratamento quimioterapico com substincias citotoxicas, que poderiam
interferir no metabolismo da fauna cadavérica ao se alimentarem de
tecidos com a presenga destas substincias. Entretanto, nao ha registro de
trabalhos que analisem a influéncia de quimioterapicos em insetos,
evidenciando a importincia do conhecimento do desenvolvimento de
larvas de moscas na presenga destas substancias para evitar um calculo da
estimativa de IPM erroneo. Desta forma, nossa hipotese inicial foi de que
ambos medicamentos, por serem citotoxicos, afetariam negativamente o
desenvolvimento e a sobrevivéncia destes dipteros.

Estudos de entomologia forense, e principalmente a
entomotoxicologia, em Santa Catarina sdo escassos, o que evidencia a
necessidade de trabalhos como este, que auxiliam na investigagdo de
crimes envolvendo mortes (MOURA; ALMEIDA; CARVALHO, 2013).

1.9 OBIJETIVOS
1.9.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito de quimioterapicos no desenvolvimento pos-
embrionario de moscas da espécie C. megacephala.

1.9.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito de ciclofosfamida in vitro no crescimento, tempo
de desenvolvimento, razdo sexual e taxas de sobrevivéncia em C.
megacephala;

Avaliar o efeito de metotrexato in vitro no crescimento, tempo de
desenvolvimento, razdo sexual e taxas de sobrevivéncia em C.
megacephala.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 COLETA E IDENTIFICACAO DOS ADULTOS

As moscas foram coletadas nos arredores do Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (MIP) do Centro de Ciéncias
Biologicas (CCB), localizado no campus da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), no bairro Corrego Grande, municipio de
Floriandpolis, SC. Foram utilizadas armadilhas confeccionadas a partir
de duas garrafas plasticas, uma cortada préximo ao fundo e outra proximo
ao gargalo, sendo que a ultima se encaixa dentro da primeira, como um
funil. A base menor da garrafa, com perfura¢des para entrada das moscas,
¢ entdo acoplada ao conjunto com fita adesiva (Figura 7a). Nesta base ¢
fixado um recipiente plastico coberto com voal, contendo isca de carne
bovina. As armadilhas ficaram suspensas a aproximadamente 1,5 m do
solo e foram revisadas diariamente (Figura 7b). Esta metodologia foi
realizada como descrita por FERREIRA (1978).

Figura 7— Armadilha usada para captura de moscas. A) Esquema representando
a armadilha. B) Armadilha em campo.

4

Fonte: A) WOLFF (2015). B) Arquivo pessoal.
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As moscas coletadas foram transferidas para gaiolas de triagem,
feitas de acrilico transparente e dimensodes 39 x 39 x 39 cm com duas
aberturas nas laterais vedadas com voal e duas circulares na frente, onde
mangas de tecido foram acopladas para facilitar o acesso ao interior da
gaiola (Figura 8). Estes insetos foram mantidos na gaiola por 48 horas
para ambientagdo ao laboratdrio antes da identificacao.

Para a identificacdo das espécies foram utilizadas as chaves
dicotomicas de CARVALHO; MELLO-PATIU (2008) e KOSMANN et
al. (2013). Os individuos da espécie de interesse foram transferidos para
a gaiola de criacdo, confeccionada da mesma forma que a de triagem.

Figura 8 — Gaiola de triagem/criagdo dos individuos adultos.

2.2  MANUTENCAO DAS COLONIAS

As moscas foram alimentadas com dieta artificial composta por
agucar refinado, leite em po6 e levedo de cerveja nas mesmas proporgdes,
misturada com agua destilada até obter uma consisténcia pastosa e
homogénea, e dgua destilada ad libitum (MARCHIORI; PRADO, 1999).

A dieta e 4gua eram trocadas em dias alternados, e a limpeza das
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gaiolas era realizada semanalmente.
2.3 ESTABELECIMENTO DA GERACAO F1

Apods a separacdo das moscas selvagens, uma placa plastica
contendo 50 g de carne bovina moida foi colocada na gaiola de criagdo
para oviposi¢do (Figura 9). Os ovos ou larvas recém eclodidas foram
transferidos para um recipiente plastico contendo cerca de 100g de carne
moida, que foi colocado dentro de outro recipiente plastico maior
contendo vermiculita como substrato para pupariagdo (Figura 10), sendo
mantido até a emergéncia dos adultos em incubadora BOD digital
(CienLab) no escuro a 25°C.

Figura 9 — Carne bovina moida para oviposi¢do, com a massa de ovos de C.
megacephala em destaque.
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Figura 10 — Recipiente onde eram mantidos os espécimes de C. megacephala até
a emergéncia dos adultos.

Apbs a emergéncia, as moscas foram transferidas para uma nova
gaiola de criacdo (geracdo F1) e alimentadas com a dieta artificial descrita
anteriormente. Para o desenvolvimento dos ovarios, foi disponibilizado
por sete dias um recipiente contendo carne bovina moida
(GRASSBERGER; REITER, 2001). Este recipiente era entdo retirado e
apos cerca de trés a cinco dias, um novo recipiente contendo 50 g de carne
bovina moida foi colocado na gaiola para oviposicao.

2.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
2.4.1 Ciclofosfamida

Ap6s incubagdo dos ovos (geragao F2), 100 larvas em primeiro
instar recém-emergidas foram colocadas em recipientes contendo 100 g
de carne bovina moida misturadas com 5 ml de uma solugdo de CF em
agua destilada em diferentes concentragdes, determinadas a partir da dose
inicial intravenosa (DIIv) de CF que é de 50 mg/kg (GENUXAL®, 2013).
As doses utilizadas foram: 0,5 mg/ml (1/2 DIlv), 1 mg/ml (1 DIlv), 2
mg/ml (2 DIIv) e 4 mg/mL (4 DIlv), além do controle negativo (agua
destilada). Cada recipiente foi colocado dentro de outro maior contendo
vermiculita e tampado com tecido voal e eldstico, sendo mantidos em
incubadora BOD digital a 25°C. Cada tratamento teve trés réplicas,
incluindo o controle. Sendo assim, 300 larvas foram testadas para cada
tratamento, totalizando 1500 larvas analisadas.

A cada 12 horas, trés larvas eram retiradas de cada réplica,
mortas em agua quente (~80°C) e medidas com o auxilio de um
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paquimetro digital, conforme BUGELLI et al. (2016). Este procedimento
foi realizado até o periodo de abandono da dieta pelas larvas, sendo que a
observacdo dos experimentos continuou a ser realizada a cada 12 horas
para anotar o tempo de pupariagdo e emergéncia dos adultos.

As moscas foram mortas por congelamento, sexadas e a asa
esquerda retirada e fixada em lamina de vidro para medi¢ao do segmento
da asa até a alula (HAYES; WALL; SMITH, 1998) (Figura 11),
utilizando-se um paquimetro digital para determinagdo do tamanho do
inseto adulto.

Figura 11 — Asa esquerda de C. megacephala. A barra em vermelho mostra o
segmento da asa medido com paquimetro digital.

2.4.2 Metotrexato

Assim como no experimento com a ciclofosfamida, 100 larvas
em primeiro instar recém-emergidas foram colocadas em recipientes
contendo 100 g de carne bovina moida misturadas com 5 ml de solugdo
de MTX em diferentes concentragdes, determinadas a partir da dose
inicial intraperitoneal (DIIp) de MTX que ¢ de 10 mg/kg (TURK, 1964).
As doses utilizadas foram: 0,1 mg/ml (1/2 DIIp) 0,2 mg/ml (1 DIIp), 0,4
mg/ml (2 DIIp) e 0,8 mg/ml (4 Dllp), além do controle negativo (agua
destilada). Cada recipiente foi colocado dentro de outro maior contendo
vermiculita e tampado com tecido voal e elastico, sendo mantidos em
incubadora BOD digital a 25°C. Cada tratamento teve trés réplicas,
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incluindo o controle. Sendo assim, 300 larvas foram testadas para cada
tratamento, totalizando 1500 larvas analisadas.

Os procedimentos de retirada, morte ¢ medicao de larvas, tempos
de pupariacdo, contagem de pupas e tempo de emergéncia dos adultos foi
realizado como descrito para CF.

2.4.3 Controle de sobrevivéncia

Um experimento controle de sobrevivéncia foi realizado para os
tratamentos com CF e MTX, conforme descrito anteriormente, porém
sem a retirada de larvas a cada 12 horas, para evitar que a manipulagdo da
carne contendo as larvas interfira na analise de sobrevivéncia de C.
megacephala. Com este experimento foram obtidos os dados para calculo
de taxas de sobrevivéncia larval e total, além da razao sexual.

2.5 ANALISE DOS DADOS

As analises estatisticas foram realizadas com o software
GraphPad Prism vers. 6.01 para Windows (GraphPad Software, La Jolla
California USA, www.graphpad.com). O teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov foi realizado para verificar a normalidade dos
dados, assim como Kruskal-Wallis, ANOVA one-way e teste Tukey post-
hoc para verificar as possiveis diferengas entre os tratamentos. Para o
parametro de propor¢do entre machos e fémeas que emergiram nos
diferentes tratamentos, foi realizada analise de qui-quadrado. Em todas as
analises foi considerada significativa a diferenca quando p < 0,05 (0=5%).
Os graficos foram plotados com o auxilio do software Microsoft Excel®
2016.
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3 RESULTADOS
3.1 CICLOFOSFAMIDA

A média do tamanho larval nos diferentes tratamentos com
ciclofosfamida nao diferiu significativamente do controle (Tabela 1). As
curvas de desenvolvimento larval sdo mostradas na figura 12.

Tabela 1 — Média e desvio padrao do comprimento em milimetros* das larvas de
C. megacephala registrado a cada 12h expostas a diferentes concentragdes de
ciclofosfamida (n=9). DIIv: Dose Inicial Intravenosa.

I‘zi‘)ie Controle % DIIv | DIIv 2 DIlv 4 DIy
b 335 3.08 3.6 3.42 334
1030a 0282  +04la  +032a  +029a

9y 3,74 3,53 432 4,68 472
+0,80a +0,98a +1,48a +0,88a +1,26a

36 7.55 6.39 6.94 7.17 7.1
10542 +028a  +140a  +0.82a  +0.54a

45 9,93 7.93 9,77 8.91 9.7
+1,56a +1,98a +1,61a +1,46a +1,62a

o 1053 10,23 9.9 11,17 10,52
1266a 42282 +238a  +159a  +233a

. 122 12,09 12,97 13,56 14,43

+3,23a +3,75a +1,36a +1,05a +0,81a

ANOVA: 12h (F=1,469; p=0,229), 24h (F=2,163; p=0,091), 36h (F=2,282;
p=0,077), 48h (F=2,535; p=0,055), 60h (F=0,411; p=0,799); 72h (F=1,528;
p=0,212). (a=5%).

*Média e desvio padrdo seguidos da mesma letra na mesma linha ndo diferiram
significativamente através da andlise ANOVA.
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Figura 12 — Curvas de desenvolvimento larval de C. megacephala criada sob
diferentes concentragdes de ciclofosfamida. DIIv: Dose Inicial Intravenosa.
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Seguindo o mesmo padrio observado nas larvas, no que se refere
a média do comprimento das asas dos adultos, também nao foi observada
diferenca significativa entre os tratamentos (F=1,388, p = 0,244) (Figura
13).

Em relacdo a duracdo de cada instar larval, ndo foram observadas
diferengas estatisticamente significativas. Entretanto, as larvas que foram
mantidas em dieta acrescida de 4 DIIv de CF levaram um tempo
significativamente maior para empupar (F=4,179; p=0,035) e emergir
(F=4,846; p=0,028) em relagdo ao controle (Figura 14).
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Figura 13 — Comprimento médio e desvio padrio* das asas de C. megacephala
criada sob diferentes concentragdes de ciclofosfamida. DIIv: Dose Inicial
Intravenosa.
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* As barras com letras iguais ndo diferiram significativamente através da andlise
ANOVA (a=5%).

Figura 14 — Tempo de desenvolvimento e desvio padrdo, em horas, de cada
estagio de C. megacephala criada sob diferentes concentragcdes de
ciclofosfamida. DIIv: Dose Inicial Intravenosa.
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Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativa
entre as taxas de sobrevivéncia larval do grupo controle e dos grupos
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tratados com CF (p=0,391), sendo que este mesmo resultado foi
encontrado na analise de sobrevivéncia total (p=0,176) (Tabela 2). A
partir da emergéncia dos adultos, foi realizado um teste de qui-quadrado
para verificar se houve desvio da proporcao sexual esperada de 1:1 entre
os grupos de tratamento. Os resultados obtidos mostram que ndo houve
desvio significativo da proporcao esperada (Tabela 2).

Tabela 2 — Média e desvio padrdo das taxas de sobrevivéncia larval e total (%)*
e propor¢do sexual de C. megacephala criada sob diferentes dosagens de
ciclofosfamida em relagdo ao grupo controle (n=300). DIIv — Dose inicial
intravenosa.

Taxa de Taxa de Propor¢ao sexual
Tratamento sobrevivéncia sobrevivéncia

larval (%) total (%) Machos Fémeas

Controle 98+2,38 a 93,5+2,12 a 49% 51%

V5 DIIv 95+2,65 a 93,67+4,93 a 52% 48%

1 DIlv 84+19,97 a 76+21,66 a 54% 46%

2 DIlv 90,78+10,73 a 88,67+11,93 a 54% 46%

4 DIIv 86,67+£5,77 a 81+6,24 a 55% 45%

*Média e desvio padrdo seguidos da mesma letra em uma coluna ndo diferiram
significativamente através da andlise Kruskal-Wallis (a=5%).

3.2 METOTREXATO

Foram observadas diferencas significativas na média do tamanho
larval a partir de 12h de exposicdo das larvas ao MTX (Tabela 3).
Entretanto, essa diferenga no tamanho foi heterogénea ao longo do tempo.
Ap6s 12 horas, observa-se uma diferenga estatisticamente significativa
entre o tamanho das larvas do grupo controle e do grupo exposto & maior
dose de MTX (p=0,0018). Em 24h e 48h, fica evidente a tendéncia a uma
resposta dose-dependente, com larvas menores conforme a dose de MTX
aumenta. As curvas de desenvolvimento larval podem ser observadas na
figura 15.

Seguindo o mesmo padrdo observado nas larvas, no que se refere
a média do comprimento das asas dos adultos, € possivel observar que as
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moscas emergidas do tratamento controle foram significativamente
maiores que aquelas expostas ao MTX (F=16,32; p <0,0001) (Figura 16).

Tabela 3 — Média e desvio padrdo do comprimento em milimetros* das larvas de
C. megacephala registrado a cada 12 horas expostas a diferentes concentragdes
de metotrexato (n=9). DIIp — Dose inicial intraperitoneal.

Idade Controle Y% DIlIp 1 DIIp 2 DIIp 4 DIIp
(h)
12 3,24 3,01 3,36 3,11 2,78
+0,07 a +0,19 a,b +0,34 a +0,20 a,b +0,07 b
24 6,12 5,92 5,04 4,67 4,03
+0,58 a +1,12a +0.28 a,b +0,41b +0,46 b
36 8,10 7,73 8,05 7,16 7,07
+0,30 a +0,34 a,b +0,70 a +0,16 a,b +0,46 b
48 12,47 11,33 9,22 8,96 7,66
+0,76 a +1,73 a,b +1,61 b,c +0,88 b,c +1,52¢
60 15,85 14,45 14,62 12,41 12,72
+0,52 a +0,14 a,b +0,51 a,b +0,26 ¢ +1,73 ¢
72 16,66 16,52 15,42 14,27 14,90

+0,19a +0,57 a +1,37 a,b +1,35b +2,15a,b

ANOVA: 12h (F=5,196; p=0,002), 24h (F=9,179; p<0,0001), 36h (F=3,166;
p=0,024), 48h (F=8,941; p<0,0001), 60h (F=12,94; p<0,0001); 72h (F=3,818;
p=0,010). (a=5%).

*Média e desvio padrdo seguidos da mesma letra na mesma linha ndo diferiram
significativamente através da andlise ANOVA.
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Figura 15 — Curvas de desenvolvimento larval de C. megacephala criada sob
diferentes concentragdes de metotrexato. DIIp: Dose Inicial Intraperitoneal.
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Figura 16 — Comprimento médio e desvio padrao* das asas de C. megacephala
criada sob diferentes concentragdes de metotrexato. DIlp — Dose inicial
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No que se refere a duragcdo de cada instar larval e tempo de
pupariagdo e emergéncia, ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significativas em relagdo ao controle (Figura 17).
Entretanto, ao comparar o tempo de desenvolvimento até o estagio de pré-
pupa, quando ha o abandono da dieta pelas larvas, verificou-se uma
diferenga significativa entre os tratamentos com %2 DIIp e 4 DIIp de MTX
(p=0,0315).

De acordo com os resultados das analises de sobrevivéncia, é
possivel observar que a taxa de sobrevivéncia larval foi menor nos grupos
tratados com MTX a partir de 1 DIIp (F=8,874; p=0,0035). Ja a taxa de
sobrevivéncia total foi menor nos grupos tratados com MTX desde %
DIIp, mostrando uma clara resposta dose-dependente (Tabela 4). A partir
da emergéncia dos adultos, foi realizado um teste de qui-quadrado para
verificar se houve desvio da propor¢do sexual esperada de 1:1 entre os
grupos de tratamento. Os resultados obtidos mostram que houve desvio
da propor¢ao esperada nos tratamentos 1 DIIp de MTX (dF=1; p=0,035)
e 2 DIlp de MTX (dF=1; p=0,0003), obtendo-se um niimero
significativamente maior de moscas fémeas que machos. Apesar desse
desvio ndo ter sido estatisticamente significativo no tratamento com 4
DIIp MTX, observou-se também o mesmo padrio de proporgdo maior de
fémeas emergidas do que machos.

Figura 17 — Tempo de desenvolvimento e desvio padrdo, em horas, de cada
estagio de C. megacephala criada sob diferentes concentragdes de metotrexato.
DIIp — Dose inicial intraperitoneal.
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Tabela 4 — Média e desvio padrdo das taxas de sobrevivéncia larval e total (%)*
e propor¢ao sexual de C. megacephala criada sob diferentes dosagens de
metotrexato em relagdo ao grupo controle (n=300). DIIp: Dose Inicial
Intraperitoneal.

Taxa de Taxa de Propor¢ao sexual
Tratamento  sobrevivéncia sobrevivéncia

larval (%) total (%) Machos Fémeas

Controle 98+2,38 a 93,542,122 a 49% 51%

% DIlIp 90+3,61 a 84,67+4,51 a 48% 52%

1 DIIp 68,67+£10,69 a,b 50,67+8,5b 42% 58%

2 DIIp 46,33+18,61 b 2148 ¢ 29% 71%

4 DIIp 52,33+14,29 b 24,33+10,12 ¢ 40% 60%

*Meédia e desvio padrao seguidos da mesma letra em uma coluna ndo diferiram
significativamente através da andlise Kruskal-Wallis (a=5%).
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4 DISCUSSAO

A literatura relacionada a entomotoxicologia forense referente a
quimioterapicos € quase inexistente, ndo sendo encontrado nenhum
estudo controlado até o presente momento avaliando os efeitos deste
grupo de medicamentos no desenvolvimento pds-embrionario de insetos
de interesse forense. Entretanto, HAYMAN; OXENHAM (2015)
compararam o processo de decomposi¢ao de um cadaver humano que era
diabético, fazendo uso apenas de insulina, com outro que, devido a um
cancer de pulmao, foi tratado com radioterapia, quimioterapicos nao
especificados e varios antibidticos (ceftriaxona, azitromicina,
vancomicina, nistatina e piperacilina). Apesar de os dois cadaveres terem
sido mantidos nas mesmas condi¢cdes ambientais, inclusive ambos
permanecendo no mesmo local, aquele que recebeu o tratamento para
cancer se decompds de maneira significativamente mais lenta, além de
nenhuma mosca ter utilizado o corpo para oviposi¢do, enquanto que o
outro cadaver se decompds normalmente, as moscas ovipuseram no
corpo, as larvas se desenvolveram e migraram para o processo de
pupariagdo. Os autores sugerem que a auséncia de moscas no cadaver
pode ter ocorrido devido ndo somente ao uso de antibidticos que causaram
uma deplecdo na microbiota, mas por uma combinagdo dos efeitos
causados por radioterapia, imunossupressdo por uso de medicamentos
citotoxicos e o tratamento com multiplos antibidticos.

Estudos com outros farmacos e seus metabolitos indicaram que
estes podem influenciar ndo somente na atracdo ou repeléncia das moscas
necrofagas, mas também no tamanho destes insetos. OLIVEIRA et al.
(2009) analisaram o efeito de brometo de butilescopolamina
(Buscopan®) no desenvolvimento de C. megacephala, constatando que
as larvas expostas a0 medicamento apresentaram tamanho corporal menor
que o grupo controle. O mesmo resultado foi observado no trabalho de
(BOUREL et al., 2001), que avaliou o efeito de diferentes concentragdes
de morfina no desenvolvimento de larvas de Lucilia sericata (Meigen).
Ja o estudo de GEORGE et al. (2009) sobre o efeito dessa mesma droga
em larvas de Calliphora stygia (Fabricius) verificou que,
independentemente da dosagem de morfina, o crescimento das larvas ndo
diferiu significativamente em relacdo ao grupo controle. Isso significa que
diferentes espécies de Diptera podem sofrer efeitos da mesma droga de
maneiras diferentes. No presente estudo, verificou-se que a CF néo
exerceu nenhum impacto no tamanho destes insetos, enquanto que a
exposicdo ao MTX teve uma influéncia negativa, tanto nas larvas quanto
nos adultos.
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Em relacdo ao tempo de desenvolvimento para cada estagio, os
resultados do experimento com CF mostraram que houve um atraso de 24
horas no tempo de pupariacdo e 28 horas no tempo de emergéncia das
larvas expostas a dose mais alta de CF em relag@o ao controle. Entretanto,
quando comparado a tabela de vida de C. megacephala proposta por
BARCELOS (2014), que ¢ utilizada para a estimativa de IPM de casos de
cadaveres encontrados na regido de Floriandpolis-SC, o atraso no tempo
de desenvolvimento total em larvas expostas a dose mais elevada de CF
foi de 22 horas. Isso significa que, em ocorréncias de mortes de pessoas
que faziam o uso de altas doses de CF, como no caso de transplante de
medula 6ssea, em que o paciente recebe doses dirias de até¢ 240 mg/kg
durante um periodo de quatro dias (MOORE, 1991), este atraso deve ser
levado em consideragdo na estimativa de IPM. Diversos estudos ja
relataram como as diferencas no tempo de desenvolvimento de insetos
expostos a outros farmacos podem causar erros na estimativa do IPM.
GOFF et al. (1993), em um estudo sobre a influéncia do antidepressivo
amitriptilina em Parasarcophaga ruficornis (Fabricius), afirmaram que a
estimativa do IPM poderia levar a um erro de até 77 horas, devido ao
atraso na duracao dos estagios larval e pupal, caso o uso do fairmaco fosse
negligenciado. Ja no estudo de (CARVALHO, L. M.; LINHARES;
TRIGO, 2001) com o medicamento diazepam, um benzodiazepinico
utilizado como calmante e antiepiléptico, foi verificado que o tempo de
desenvolvimento de larvas de Chrysomya putoria (Wiedemann) e
Chrysomya albiceps (Wiedemann) alimentadas com figado de coelhos
que receberam duas vezes a dose letal de diazepam se desenvolveram
mais rapidamente que as larvas do grupo controle.

No experimento com MTX, ndao foram encontradas diferengas
significativas entre o tempo de desenvolvimento de C. megacephala do
tratamento controle e tratadas com o medicamento. Se utilizado o método
de estimativa de IPM baseado apenas no estagio de desenvolvimento do
inseto mais velho encontrado no cadaver, ndo haveria erro na estimativa
de IPM causado pela droga. Entretanto, para uma maior exatiddo na
estimativa, alguns métodos utilizam as dimensdes das larvas para
especificar em que ponto do desenvolvimento ela se encontra, ja que uma
larva pode permanecer em terceiro instar, por exemplo, durante dias, € o
seu tamanho indicara ha quantas horas, aproximadamente, ela se encontra
neste estagio (RICHARDS; PATERSON; VILLET, 2008; SHARMA et
al., 2015). Como o MTX influenciou negativamente o tamanho das
larvas, mesmo que o tempo de desenvolvimento ndo tenha sido afetado,
fica clara a necessidade em considerar um possivel erro na estimativa do
IPM, dependendo do método utilizado, em casos onde o cadaver fazia o
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uso do medicamento quando em vida. Além disso, é possivel que a alta
mortalidade das larvas expostas ao MTX também interfira na emissao de
um laudo com a estimativa do IPM, ja que os insetos adultos sdo
necessarios para a identificacdo da espécie em questdo e consequente
utilizagdo de sua tabela de vida para calcular a estimativa de IPM.
RENNER; TREUDLER; SIMON (2008) apresentaram um estudo de caso
com terapia larval utilizando L. sericata, em que a paciente, que tinha
artrite reumatoide, fizera uso de imunossupressores como MTX e
ciclosporina por 37 anos. Todas as larvas colocadas nas ulceragdes para a
limpeza dos tecidos necrosados morreram dentro de 48-72 horas. Os
autores citam apenas a ciclosporina como responsavel pela morte das
larvas, pois, além de ser o ultimo medicamento que a paciente estava
usando, ha estudos relatando a toxicidade do composto para larvas de
mosquito, afetando principalmente as mitocondrias, reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi (BOLAS-FERNANDEZ;
GRENCIS; WAKELIN, 1988; WEISER ef al., 1989). No entanto,
conforme os resultados do presente estudo, a exposi¢do das larvas ao
MTX pode ter sido também um fator que contribuiu para a mortalidade.

Estudos prévios ja demonstraram que o tamanho dos califorideos
adultos depende de diversos fatores como: latitude da populagdo
(ALVES; BELO, 2002; BRYANT, 1977), sazonalidade (BLACK;
KRAFSUR, 1986), temperatura e¢ densidade larval (REIGADA;
GODOY, 2006), além da quantidade e qualidade da alimentagdo durante
o estagio larval (GOODBROD; GOFF, 1990; REIS et al., 1994). Como
nao houve diferenga significativa entre o tamanho dos adultos que foram
criados em CF comparado aos do controle, € possivel inferir que nao
houve diminui¢@o na alimentagdo com a presenga do medicamento. Ja no
caso dos experimentos com MTX, onde tanto as larvas quanto os adultos
do tratamento controle foram significativamente maiores do que as
expostas ao medicamento, ¢ possivel que as alteracdes organolépticas da
carne tratada com a droga tenham prejudicado a alimentagdo das larvas.

Em relagdo a proporcao sexual esperada, ja foram relatadas duas
situagdes em que houve preponderancia na emergéncia de fémeas em
estudos feitos com L. sericata: competicdo (FEINBERG; PIMENTEL,
1966) e superpopulagio (MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2007). Em
ambos o0s casos, o stress causado pelas condigdes ambientais
desfavoraveis pode ter contribuido no desvio desta propor¢do. Essa pode
ser uma das razdes desta mesma tendéncia ter sido observada no presente
estudo com larvas expostas ao MTX, ja que a alteracdo das caracteristicas
organolépticas da carne possivelmente afetou a ingestdo alimentar,
causando este stress.
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Existem estudos de genotoxicidade de ciclofosfamida em
insetos, tais como a mosca-da-fruta Drosophila melanogaster (Meigen)
(BATISTE-ALENTORN et al., 1995) e o gafanhoto Oxya chinensis
(Thunberg) (REN; MA; GUO, 2002), causando aberragdes
cromossdmicas nessas espécies. De acordo com os resultados deste
trabalho com gafanhotos, a indugdo de efeito clastogénico em células
desta espécie indica a possibilidade de existir oxidases analogas as
enzimas presentes no figado capazes de promover a bioativacdo da
ciclofosfamida. Contudo, nio existem informagdes disponiveis para
outras espécies de insetos, € mesmo assim, a metaboliza¢do nestes ¢é
diferente do que nos mamiferos, podendo acarretar efeitos distintos. Por
essa razdo, fica evidente a necessidade da execucdo deste estudo com a
utilizacdo de carcacas de modelos animais que receberam o tratamento
para a dieta das larvas.
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CONCLUSOES

A CF atrasou o tempo total de desenvolvimento de C.
megacephala, o que deve ser levado em consideragdo quando
da estimativa do IPM;

Larvas e adultos de C. megacephala expostas a0 MTX foram
menores ¢ apresentaram maior mortalidade.

A exposi¢ao das larvas a CF ndo influenciou significativamente
na mortalidade, razdo sexual e tamanho das larvas e adultos.

O MTX néo influenciou no tempo de desenvolvimento de C.
megacephala.

A exposicao de larvas de C. megacephala ao MTX ocasionou
uma maior emergéncia de fémeas.
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PERSPECTIVAS

Fica evidente a necessidade de estudos utilizando modelos
animais para uma maior confiabilidade dos dados, ja que a
metabolizagdo dos medicamentos poderia influenciar nos resultados
obtidos. Além disso, como diferentes espécies podem ser afetadas de
maneiras distintas pelas mesmas drogas, a repeti¢do deste estudo com
outras espécies de interesse forense € importante para a pericia criminal
envolvendo a entomologia forense.

Ademais, por existir diferentes classes de quimioterapicos
utilizados no tratamento de varios tipos de céancer, a repeti¢do deste
estudo com outros quimioterapicos também ¢ importante.
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