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RESUMO

Os dipteros muscoides sdo insetos conhecidos popularmente como moscas que apresentam
grande importancia médica, veterinaria e forense por serem transmissores mecanicos de
microrganismos patogénicos. Possuem habitos necr6fagos e sdo pioneiros em carcagas tanto de
humanos quanto de animais, desde os estagios iniciais de decomposicéo cadavérica até os finais.
O estudo do desenvolvimento intrapuparial se da pela necessidade de conhecer todos 0s estagios
do ciclo bioldgico destes insetos holometabolos, uma vez que o conhecimento da morfologia e
da biologia durante o processo de pupa ainda é restrito em diversas espécies de moscas. As
principais espéecies da dipterofauna necréfaga do Brasil pertencem as familias Calliphoridae,
Sarcophagidae, Muscidae, Fanniidae e Stratiomyidae. Destacando a familia Muscidae, o
objetivo do estudo foi reconhecer e descrever morfologicamente as estruturas externas das pupas
a fim de caracterizar as etapas do desenvolvimento intrapuparial e estimar a idade de
Musca domestica (Linnaeus, 1758). Os insetos foram coletados em cagambas de lixo localizadas
na comunidade do Amorim, bairro de Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ e levados para formarem
colbnias no Laboréatorio de Entomologia Médica e Forense (LEMEF). Todo o ciclo bioldgico
dos insetos foi desenvolvido em estante ventilada (temperatura, umidade e fotoperiodo
regulados 27 + 1 °C, 60 £ 10 % URA e 12 h de fotofase), as larvas errantes (maduras) foram
coletadas e as pupas foram separadas em diferentes periodos para disseccdo e verificacdo do
desenvolvimento das estruturas morfoldgicas externas. Foram analisadas 300 pupas, com seus
pupario dissecados a cada 3 h nas primeiras 24 h e posteriormente a cada 6 h até a emergéncia
do imago. As fases encontradas foram a de pupariacdo, pré-pupa, pupa criptocefalica anterior,
pupa criptocefalica posterior, pupa fanerocefalica, apélise pupa-adulto, olhos transparentes,
olhos rosados, olhos vermelhos e emergéncia do imago. Este estudo forneceu dados do
desenvolvimento intrapuparial de M. domestica para auxiliar na estimativa do Intervalo Pos-
Morte (IPM) utilizadas na entomologia forense e na descri¢do do desenvolvimento intrapuparial
de novas espécies de muscoides com importancia forense.

Palavras chave: Desenvolvimento intrapuparial, entomologia forense, mosca



ABSTRACT

Diptera muscoides are insects popularly known as flies that are of great medical, veterinary and
forensic importance because they are mechanical transmitters of pathogenic microorganisms.
They have scavenging habits and are pioneers in both human and animal carcasses, from the
early stages of cadaveric decomposition to the end the study of intrapuparial development is due
to the need to know all the stages of the biological cycle of these holometabolus insects, since
the knowledge of morphology and biology during the pupa process is still restricted in several
species of flies. The main species of necrophagous dipterofauna in Brazil belong to the families
Calliphoridae, Sarcophagidae, Muscidae, Fanniidae and Stratiomyidae. Highlighting the
Muscidae family, the objective of the study was to recognize and describe morphologically the
external structures of the pupa in order to characterize the stages of intrapuparial development
and to estimate the age of Musca domestica (Linnaeus, 1758). The insects were collected in
dumpsters located in the Amorim community, Manguinhos neighborhood, Rio de Janeiro, RJ
and taken to form colonies at the Laboratorio de Entomologia Médica e Forense (LEMEF). The
entire biological cycle of the insects was developed in a ventilated rack (regulated temperature,
humidity and photoperiod 27 £ 1 °C, 60 £ 10% IVR and 12 h photophase), mature larvae were
collected and the pupae were separated into different periods for dissection and verification of
the development of external morphological structures. Three hundred pupae were analyzed, with
their pupae dissected every 3 h for the first 24 h and thereafter every 6 h until imago emergence.
The phases found were pupariation, pre-pupa, anterior cryptocephalic pupa, posterior
cryptocephalic pupa, phanerocephalic pupa, adult pupa apolysis, transparent eyes, pink eyes,
red eyes and imago emergence. This study provided data on M. domestica intrapuparial
development to assist in estimating the Postmortem Interval (PMI) used in forensic entomology
and in describing intrapuparial development of new forensic muscoid species.

Keywords: Intrapuparial development, forensic entomology, fly.
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1 INTRODUCAO

A entomologia forense tem uma aplicabilidade ainda restrita, porém sabe-se que existem
casos que a pericia possui acesso a cena do crime apos certo periodo de sua execucgéo, e deve-
se atentar a todos os vestigios, como uma pupa, por exemplo, que pode enunciar a relevancia
deste estudo para que ndo haja a negligéncia com nenhuma evidéncia. A andlise do
desenvolvimento intrapuparial é uma ferramenta para o perito ou a policia cientifica, acessivel
e aplicavel em sua rotina para determinacao do tempo que a pupa se encontra no local do crime
e assim, poder estimar o tempo de morte da vitima ou o tempo que o cadaver esteve em contato
com o ambiente e consequentemente, com 0s insetos até a data que este foi encontrado através
da estimativa do Intervalo pés-morte (IPM). Sendo assim, os insetos e artrépodes necréfagos
podem servir a entomologia forense para elucidacdo de casos judiciais, pois eles utilizam as
carcacas como alimento, local de reproducao e oviposicdo, onde cada espécie conclui esse ciclo
nos diferentes estadgios da decomposicdo ou durante o processo (OLIVEIRA-COSTA;
AZEVEDO, 2011).

Estimar o intervalo de tempo méaximo e minimo possivel entre a morte e a descoberta do
cadaver tipifica o IPM. O limite m&ximo é determinado pelas espécies de insetos e sua biologia,
que pode ser utilizado para fornecer a estimativa do tempo que o cadaver esteve exposto. J& o
Intervalo p6s-morte minimo (IPMmin.) é calculado pela estimativa do desenvolvimento dos
imaturos no momento da descoberta do cadaver (CATTS, 1992) ou do local do crime, onde nao
somente a larva pode ser utilizada, mas o estagio de pupa também pode ser eficaz para a
aplicacdo do mesmo.

A sucessdo entomoldgica é primordial para a estimativa do IPM, pois a entomofauna é
atraida pelos gases liberados ao longo da degradacdo dos aminoécidos, que por decarboxilacéo,
desamilacdo, oxidacdo, reducdo e hidrolise se transformam em produtos residuais do
seguimento patrido, como gas sulfidrico, ureia, aminoacido, idol, entre outros. Durante a
decomposicdo e até mesmo quando a pessoa encontra-se agonizando é possivel observar
oviposicdes de insetos no corpo (SCAGLIA, 2014), que se tornam evidéncias chaves para o

auxilio da elucidacéo de muitos casos.

Diptera é a ordem formada por insetos cosmopolitas, com importancia médica,
veterinaria, sanitaria e forense, com sua caracteristica sinantrépica, correspondem a um dos

grupos de insetos mais diversos que existem, ocupando todos os continentes e quase todos 0s
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habitats (COURTNEY; MERRITT, 2008) tornando-os assim potenciais vetores de diferentes
microrganismos patogénicos como: virus, fungos, ovos e larvas de helmintos, bactérias e

protozoarios.

Estima-se 160 familias com 160.000 espécies na regido Neotropical e aproximadamente
mais 118 familias com 30.000 espécies, com 96 familias no Brasil, apresentando 1.913 géneros,
com quase 11.000 espécies (BRAVO; CALOR, 2016). Os dipteros possuem um par de asas
membranosas funcionais anteriores e um par de asas posteriores modificadas em halteres ou
balancins, que sdo encarregadas pela manutencgdo e equilibrio no voo. A caracteristica quanto
ao numero de asas funcionais da origem ao nome grego a ordem (di = duas; pteron = asa).
(BORROR; DELONG, 2011).

Os Muscomorpha conhecidos popularmente como moscas, “mosca do estabulo”, “mosca
tsé-tsé”, “mosca varejeira”, “mosca do berne” etc., s80 0s considerados dipteros superiores, do
qual faz parte a familia Muscidae (SERRA-FREIRE; MELLO, 2006). Geralmente sdo insetos
atraidos para regides domiciliares, principalmente, pela presenca dos residuos de matéria
organica animal e/ou vegetal em decomposi¢cdo, com algumas espécies apresentando
comportamento sinantropico, como por exemplo a Musca domestica Linnaeus, 1758, com
habitos variados, as larvas desta familia apresentam habitos predatdrios, sapréfagos, coprofagos
e necréfagos, sendo decompositores de matéria organica (COURI; CARVALHO, 2005) e

causadoras de mifases secundarias.

Musca domestica conhecida popularmente como mosca doméstica, mosca comum ou
ainda mosca caseira, possui desenvolvimento holometabdlico (ovo, larva, pupa e adulto)
(BARNES et al., 2008), sendo que 50% do desenvolvimento do imaturo ocorre no estagio de
pupa (MARTIN-VEGA; HALL; SIMONSEN, 2016) e em M. domestica ocorrem trés (03)
instares larvais, pré-pupa e pupa que é a fase de endurecimento e contracdo no ultimo instar
larval formando uma carapaca externa denominada pupario (MELLO-PATIU, 2016). Existe a
necessidade de conhecer a morfologia de todos os estagios do ciclo deste inseto holometabolo

e a entomologia forense vem reforcando ainda mais esta indispensabilidade.

Moscas domésticas voam em distancias de até 30 quilémetros buscando condigdes
pertinentes de alimentacéo e reproducdo (CAFARCHIA et al., 2009). Fatores abidticos como

temperatura e umidade tém interferéncia direta no tempo de desenvolvimento destes insetos.

Imaturos de M. domestica foram encontrados associados a carcaga em decomposigéo por
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Carvalho et al. (2004). No Brasil, foram publicados diversos trabalhos no qual foram
encontrados imaturos em carcagas de animais nas regides Nordeste, Centro-Oeste, Norte; e
Sudeste, no Rio de Janeiro associada a cadaveres humanos (OLIVEIRA-COSTA; URURAHY -
RODRIGUES, 2013).

Martin-Vega et al. (2016) revisaram os conceitos e terminologias das fases e eventos do
desenvolvimento intrapuparial utilizadas em estudos anteriores, apesar de terem utilizado
tomografias virtuais micro computadorizadas , a metodologia da nomenclatura utilizada no
presente estudo segue como base a mesma linha apontada em seu estudo, sendo na pupariagao
a larva L3 cessa a mobilidade e alimentacdo; seguida da pré-pupa que assume a forma de barril
e reduzindo seu tamanho a aproximadamente 56% do Gltimo instar larvar; pupa criptocefalica
anterior com a extroversao da cabeca e dos apéndices toracicos; pupa criptocefélica posterior
com os apéndices torécicos correspondendo a ¥ do corpo da pupa; pupa fanerocefalica com a
evaginacao da cabeca e tagmatizacdo do corpo (cabeca, torax e abdome); apolise pupa-adulto,
guando a epiderme se separa da antiga cuticula secretando uma nova cuticula; olhos
transparentes, olhos rosados e olhos vermelhos sdo fases utilizadas no presente estudo que
evidenciam o adulto farado apontado por Martin-Vega et al. (2016) ocorrendo a maturagdo de
todas as estruturas como os olhos, cabeca, torax, abdome, pernas e asas; com por ultimo a

emergéncia do imago.

Alem do tempo de desenvolvimento dos insetos nos cadaveres, existem outras técnicas
podem ser utilizadas como ferramentas de auxilio para o IPM estimando a idade da pupa, como
variacdo temporal na expressdo génica de determinados marcadores utilizando métodos
moleculares (TARONE; JENNINGS; FORAN, 2007; ZEHNER; AMENDT; BOEHME, 2009),
a tomografia micro computadorizada 3D (RICHARDS et al., 2012), técnicas de microscopia
para analisar morfologia externa e interna (BROWN et al., 2015), porém o conhecimento do
desenvolvimento intrapuparial aqui apresentado tem um papel importante na Entomologia
Forense, pois pode ser um facilitador na estimativa da idade da pupa, podendo acelerar o
trabalho dos peritos e policia cientifica, sendo mais viavel na rotina destes, sem a necessidade

de ter categoricamente uma parceria com laboratérios de pesquisa.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Reconhecer e descrever morfologicamente as estruturas externas das pupas a fim de caracterizar
as etapas do desenvolvimento intrapuparial e estimar a idade de Musca domestica (Linnaeus,
1758) sob temperatura de 27 £ 1 °C, 60 £ 10 % de umidade relativa e 12 h de fotofase, para

auxiliar na estimativa do IPMmin.

2.2 Objetivos especificos

+ Reconhecer as fases e eventos do desenvolvimento intrapuparial denominadas: (1) pupariacao;
(2) pré-pupa; (3) pupa criptocefalica anterior; (4) pupa criptocefalica posterior; (5) pupa
fanerocefalica; (6) apolise pupa-adulto; (7) olhos transparentes, (8) olhos rosados, (9) olhos
vermelhos e (10) imago de Musca domestica sob temperatura de 27 = 1 °C, 60 = 10 % de

umidade relativa e 12 h de fotofase.

» Estimar as idades aproximadas de pupas através das estruturas morfoldgicas observadas e
descritas, com base no surgimento; definicdo e pigmentacéo de tais estruturas, sob temperatura
de 27 £ 1 °C, 60 = 10 % de umidade relativa e 12 h de fotofase.
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3 METODOLOGIA
3.1 Estabelecimento das colonias de Musca domestica (Linnaeus, 1758).

As coletas dos insetos adultos foram realizadas em cacambas de lixo localizadas na
comunidade do Amorim, bairro de Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ (22°52'32.2"S
43°15'01.9"W) ativamente com auxilio de pucé e tubo Falcon (Figura 1). O estabelecimento
das coldnias foi realizada no Laboratério de Entomologia Médica e Forense (LEMEF/IOC),
e a identificacdo ocorreu por meio de chave dicotdbmica de Carvalho et al. (2002) e criados
segundo metodologia preconizada por Queiroz e Milwald-de-Azevedo (1991), em gaiolas
de madeira, teladas nas laterais e com uma a abertura frontal (Figura 2) e com essas alocadas
dentro de estante ventilada sob condicdes controladas de temperatura (27+ 1°C),
fotoperiodo (12 h) e umidade relativa de (60 £ 10%) (Figura 3).

Figura 1 - Coleta de Musca domestica (Linnaeus, 1758) realizada em cacamba de lixo localizada na comunidade
do Amorim, bairro de Manguinhos, Rio de Janeiro.

Fonte: Acervo do LEMEF.



17

Figura 2 - Gaiola de Musca domestica (Linnaeus, 1758) recebendo carne bovina em estado de putrefacdo para
maturacdo dos ovos e solucdo agucarada.

Fonte: Acervo do LEMEF.

Figura 3 - Col6nias de Musca domestica (Linnaeus, 1758) em estante ventilada, regulada na temperatura
(27 + 1 °C), fotoperiodo (12 h) e umidade relativa de (60% =+ 10).

Fonte: Acervo do LEMEF.
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3.2 Criacao dos imaturos

ApoGs o estabelecimento das colonias de Musca domestica e maturagdo dos ovos, foi
estimulada a postura das moscas e utilizando dieta modificada de Ferreira et al. 2016, para as
larvas uma mistura de carne moida bovina com farelo de trigo na proporgéo de 1:5 g. As posturas
da segunda geracdo (L2) foram separadas em recipientes plasticos menores contendo a dieta e
alocados dentro de recipientes plasticos maiores e estes contendo vermiculita como substrato de

pupacdo e lacrado com tecido do tipo escaline (nailon) e presos por elastico (Figura 4).

Figura 4 - Recipiente com substrato de pupacéo e recipiente com dieta e postura obtidas na col6nia de
Musca domestica (Linnaeus, 1758).

Fonte: Acervo do LEMEF.

3.3 Triagem das pupas

As larvas maduras que estavam em processo de pupariacdo foram triadas para realizacéo
do experimento com auxilio de pinca e pincel (Figura 5). Nas primeiras 24 horas foram
coletadas 100 pupas, sendo 20 para zero hora e posteriormente a cada 3 horas foram coletadas
10 pupas (3; 6; 9; 12; 15; 18; 21 e 24 horas), respectivamente. Apos estas 24 horas, 10 pupas
foram coletas a cada 6 horas (30; 36;42; 48; 54; 60; 66; 72; 78; 84; 90; 96; 102;108; 114; 120;
126; 132; 138 e 144 horas), respectivamente, o Gltimo horario foi definido com a emergéncia
dos adultos, totalizando 300 pupas para realizacdo de todo experimento. Estas pupas foram
mortas em agua quente na temperatura de 70 + 5 °C de acordo o horario de coleta; as mesmas
foram fixadas em solucdo de Carnoy por 48h e apds em acido formico 5% por mais 48h; em

seguida foram mantidas em etanol 70% até a dissecagao.
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Figura 5 - Triagem das pupas de Musca domestica.
Fonte: Acervo do LEMEF.

3.4 Andlises das pupas

A dissecacdo e observacdo das pupas foi realizada com auxilio de um microscopio
estereoscopico (Figura 6AB) e as fotografias foram geradas em microscopio estereoscopico
(lupa) Leica M205c (Figura 7), posteriormente editadas e diagramadas no programa Adobe
Photoshop CS6.

Figura 6 — A: Microscépio estereoscopico presente no Laboratdrio de Entomologia Médica e Forense (LEMEF)
B: pupa e pupério de Musca domestica dissecado.

Fonte: Acervo do LEMEF.
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Figura 7 - Microscopio estereoscdpico Leica M205c acoplada a uma camera fotogréafica digital e ao computador
localizado na Colegdo Malacoldgica do Instituto Oswaldo Cruz (CMIOC).

Fonte: Acervo do LEMEF.
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4 RESULTADOS

O desenvolvimento intrapuparial de Musca domestica (Linnaeus, 1758) foi caracterizado
sob a temperatura de 27 £ 1°C, com algumas larvas cessando a mobilidade ainda na dieta,
reduzindo o tamanho do dltimo instar larvar, enquanto outras abandonaram a dieta para o
substrato de pupacdo (vermiculita). Ambas foram triadas e separadas, sendo assim possivel
estabelecer as dez (10) fases e evento do desenvolvimento durante os seis (6) dias deste
processo: pupariacao, pré-pupa, pupa criptocefalica anterior, pupa criptocefalica posterior, pupa
fanerocefalica, apolise pupa-adulto, olhos transparentes, olhos rosados, olhos vermelhos e

emergéncia do adulto (Tabela 1).

Tabela 1 - Numero amostral de pupa (N), valores minimos e maximos do intervalo de varia¢do (1V), tempo médio
da duracdo em horas e desvio padrdo de cada fase do desenvolvimento intrapuparial de Musca domestica a
27 £1°C, 60 + 10% UR e 12 horas de fotofase, em laboratério

FASE / EVENTO N v Média Desvio Padréo

Pupariagéo 10 0 - -

Pré-Pupa 38 3-9 5,79 154

Pupa Criptocefélica Anterior 12 9-21 13,71 347

Pupa Criptocefalica Posterior 17 15-24 18,35 2,98

Pupa Fanerocefalica 94 21-84 50,64 18,21

Apoblise Pupa-Adulto 28 84-96 90,43 4,88

Olhos transparentes 20 84-90 87,00 3,08

Olhos rosados 15 96-102 98,80 3,10

Olhos vermelhos 75 96-144 124,24 13,44
Emergéncia - 144 - -
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Descricdo das alteracfes morfoldgicas relacionadas ao intervalo de tempo do

desenvolvimento intrapuparial.

¢ 0 hora com coloragéo esbranquicada bastante similar ao Gltimo instar larvar. Na regido
antero-ventral por transparéncia é possivel observar a forma de gancho da mandibula
do esqueleto cefalofaringeano com coloracgéo escura, sendo dificil de dissecar, pois a
cuticula estava aderida ao espécime e ao pupario hialino que ainda estava em formacao.

Esta é a fase de pupariacao (Fig. 8A) que antecede o instar de pré-pupa do estagio de

pupa.

e 3h-9 horas na regido antero-ventral ja se observa o inicio da projecdo em forma de
gancho da mandibula de coloragdo preta com 3 horas (Fig. 8B), ainda é esbranquicada
em 6 horas, com uma reducdo no tamanho, assumindo a forma de barril, e na
transparéncia comparada aos primeiros momentos, principalmente nas extremidades.

Nesse intervalo de tempo observamos a fase de pré-pupa.

e 9-21 horas onde ocorre o inicio da alteracdo na coloracdo laranja-amarelado (ambar)
em algumas regides e também o inicio do evento de apo6lise-larva-pupa com 12 horas,
no qual a epiderme comeca a se separar da antiga cuticula e secretar uma nova cuticula,
fazendo com que a pupa ndo permaneca aderida ao pupéario. Podemos observar neste
intervalo a fase de pupa criptocefélica anterior iniciando a formacéao de pernas e asas
(apéndices toracicos), o surgimento dos sifdes respiratorios com coloracdo castanho
claro na regido antero-ventral (Fig. 8C), enquanto que na fase pupa criptocefélica
posterior com 21 horas os apéndices toracicos estdo mais desenvolvidos, € inicia-se o

deslocamento dos sifbes respiratorios na regido antero-ventral (Fig. 8D).

e 24 horas observa-se claramente a finalizacdo do evento de apdlise larva-pupa, o estagio
pupa que estd em desenvolvimento dentro do pupario é o de instar de pupa
diferenciando-se completamente da fase de pré-pupa, com a evaginagdo da cabeca,
sendo possivel distinguir a localizacdo dos olhos, os siffes respiratdrios anteriores na
regido altero-dorsalmente na base cabeca e a tagmatizacdo do corpo (cabeca, torax e
abdome). Na regido ventral observar-se as pernas e as asas bem evidenciadas e o

surgimento de uma massa ainda ndo definida na regido do aparelho bucal, com o inicio
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da formacdo da labela, caracterizando esta fase como pupa fanerocefalica (Fig. 8E1,
E2).

84 horas este momento € marcado pelos olhos transparentes e espiraculos
respiratérios (sifées) modificados, com o inicio do evento de apdlise pupa-adulto,
onde ocorre o desenvolvimento do pedicelo, labro e labela, podendo ser qualificada
como pupa adéctica (mandibulas imoveis e aderidas a cabeca) e exarata (apéndices
toracicos ndo mais fixados ao corpo, assemelhando-se ao adulto), com prolongamento

das asas e pernas ja apresentando segmentos (Fig. 8F1, F2).

96 horas fase de olhos rosados, com desenvolvimento do pedicelo, flagelo, clipeo,
palpo, labro e labela (Fig. 10A). Neste momento finalizada a apdlise pupa-adulto,
momento na qual onde foi secretada uma nova cuticula, mas que se mantém anexo a

cuticula anterior, caracterizando a condigdo de adulto farado (Fig. 8G1, G2).

108 horas apresenta olhos vermelhos, sendo possivel observar a posicao dos ocelos, a
segmentacdo do abdome (Fig. 8H1) e o inicio da coloracéo das pernas (Fig. 8H2). Em
114 horas é possivel visualizar maiores modificacdes como a pigmentacdo da cabeca,
olhos e antenas, apresentando cerdas frontais, ocelos transparentes em formacéo
triangular desenvolvidos na regido dorso-central e tdérax, também pigmentado,
contendo cerdas acrosticais, dorsocentrais, escutelar, basal, lateral e apical (Fig. 811),
com as nervuras das asas comecando a ser formadas, e aparelho bucal bem

desenvolvido (Fig. 12).

120 horas apresenta o desenvolvimento da antena, arista, labro com coloragéo
amarelada e palpo com cerdas (Fig. 10B), trax com cerda escutelar pré-apical e as
demais com maior pigmentacdo, cerdas presentes também no abdome, asas com a
nervura M1+ formando uma angulosidade em cotovelo (Fig. 8J1, J2). Em 126 horas
flagelo com a coloragdo castanho-escuro, antenas negras, arista plumosa e cerdas dos

palpos escurecidas (Fig. 10C), cabega, torax e apéndices toracicos escurecendo, com
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cerdas abdominais completas (Fig. 8K1) e presenca de garras no ultimo segmento do
tarso (Fig. 8K2).

132 horas com os Ultimos segmentos abdominais modificados, demostrando

finalizagdo da maturacdo sexual (Fig. 8L1, L2).

138 horas 0 imago esta totalmente formado com o térax é acinzentado e com quatro
faixas longitudinais no mesonoto apresentando tonalidade preta, sendo possivel
visualizar algumas manchas cinza no abdome claro. Dimorfismo sexual com olhos
separados (dicdpticos) no macho (Fig. 9M1) e em alguns espécimes observou-se no
final do abdome da fémea um segmento encaixado dentro do outro, formando um
ovipositor telescopado, quando distendido (Fig. 9M2), apresentando também olhos
separados (dicopticos), porém nas fémeas hd uma maior separagdo (Fig. 9N1). Em 144
horas é possivel observar esse dimorfismo sexual desde a sua pigmentacéo, tonalidade
no palpo, labro e cerdas frontais (Fig. 10D), ocorrendo nesse horario a emergéncia do
imago (Fig. 9N1, N2).
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Figura 8 —Desenvolvimento intrapuparial de Musca domestica a 27 = 1 °C, 60 + 10% UR e 12 horas de fotofase,
em laborat6rio. Escala de 1 mm vista ventral: (A) pupa de Oh forma de gancho da mandibula com coloragéo
escura; (B) 3h inicio da projecdo em forma de gancho da mandibula; (C) 18h pupa criptocefalica anterior iniciando,
apéndices toracicos em formacao e sifdes respiratorios; (D) criptocefalica posterior com 21h os apéndices toracicos
mais desenvolvidos; vista dorsal e ventral: (E1) 24h evaginagdo da cabeca, sifdes respiratorios anteriores na regiao
antero-dorsal na cabeca e a tagmatizacdo do corpo, (E2) pernas, asas e aparelho bucal; (F1) 84h olhos transparentes,
(F2) aparelho bucal, alongamento das asas e pernas com segmentos; 96h (G1) olhos rosados, (G2) desenvolvimento
das pecas bucais; 108h (H1) olhos vermelhos, posi¢do dos ocelo e, a segmentacdo do abdome, (H2) inicio da
coloragdo das pernas; 114h (11) cerdas frontais, ocelos em formagéo triangular e térax pigmentado com cerdas
sensoriais, (12) aparelho bucal; 120h (J1) cerdas no abdome, (J2) asas com a nervura Mis; formam uma
angulosidade em cotovelo; 126h (K1) cabeca e torax e apéndices toracicos escurecem, cerdas abdominais (k2),
garras no Gltimo segmento do tarso; 132h (L1 L2) ultimos segmentos abdominais modificados.
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M2 138h

N1 144h N2 144h

Figura 9 — Desenvolvimento intrapuparial de Musca domestica a 27 £ 1 °C, 60 = 10% UR e 12 h de fotofase.
Escala de 1 mm vista dorsal e ventral: 138h (M1) térax acinzentado, (M2) ovipositor telescopado (distendido) na
porcao final do abdome na fémea.
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120h

126h D 144h

Figura 10 — Desenvolvimento intrapuparial da cabeca em vista ventral de Musca domestica a 27+ 1 °C, 60 + 10%
UR e 12h de fotofase. Escala de 1 mm (A) 96h desenvolvimento do pedicelo, flagelo, clipeo, palpo, labro e labela;
(B) 120h desenvolvimento da antena, arista, labro com coloracdo amarelada e palpo com cerdas; (C) 126h flagelo
castanho-escuro, antenas negras, arista plumosa e cerdas dos palpos escurecidas ; (D) 144h tonalidade preta no palpo,
e labro. Abreviaturas: ar-arista, clyp-clipeo, fl- flagelo ped-pedicelo, lbr-labro, Ibl-labela, plp-palpo,
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T — Desenvolvimento das
aginalizag=0,co-corpo antenas e aristas

Olhos Rosados

Pupa Criptocefalica
Anterior

30‘36 42’48|54”60

Emergéncia

Pupa Criptocefalica Olhos transparentes

Posterior
Olhos Vermelhos e

Cerdas Pigmentadas

Figura 11 — Linha do tempo do desenvolvimento intrapuparial de Musca domestica a 27 + 1 °C, 60 + 10% UR e 12 h de fotofase, em laborat6rio, com as principais
caracteristicas relacionadas com o tempo de da idade pupal: 18 h (9-21 h) pupa criptocefalica anterior iniciando a formagdo de pernas e asas (apéndices torécicos),
deslocamento dos sifées respiratorios; 21 h (15-24 h) pupa criptocefalica posterior os apéndices toracicos estdo mais desenvolvidos; 24 h (21-84h) tagmatizagéo do
corpo; 84 h olhos transparentes; 96 h olhos rosados; 114 h olhos vermelhos, ocelos transparentes em formagdo triangular e pigmentacdo das cerdas; 120 h antenas
negras, aristas plumosas e asas com a nervura M1+, formando uma angulosidade em cotovelo; 144 h emergéncia do imago.
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5 DISCUSSAO

No Brasil, as familias que apresentam relevancia forense sdo Calliphoridae,
Sarcophagidae, Stratiomyidae, Muscidae e Fanniidae (OLIVEIRA-COSTA; URURAHY-
RODRIGUES, 2013; PUJOL-LUZ; ARANTES; CONSTANTINO, 2008) sendo doze estudos
de desenvolvimento intrapuparial sobre onze espécies realizados no periodo de 2012 a 2018.
Fraenkel e Bhaskaran (1973) realizaram o estudo do desenvolvimento intrapuparial de
Musca domestica sob a temperatura de 30 °C, com a emergéncia dos adultos ocorrendo em 110
horas, (4,75 dias), utilizando cortes histologicos, entretanto, sem ressaltar caracteristicas
morfolégicas externas. O presente estudo apresentou o desenvolvimento completo com duracao
de 144 horas na temperatura de 27 £ 1 °C, com caracteristicas morfologicas externas descritas

durante este periodo de metamorfose pupal.

Martin-Vega et al. (2016) estipularam as apdlises como um evento, que foi o critério
utilizado neste estudo, Fraenkel e Bhaskaran (1973) estabeleceram o0s processos como as

apolises larva-pupa e pupa-adulto que levam as fases, fazendo assim partes dos processos.

Na Tabela 2, pode-se observar o desenvolvimento intrapuparial de espécies com
relevancia forense no Brasil das familias Muscidae e Calliphoridae, para comparacoes das fases
utilizadas nos estudos destacados. No presente estudo, em Silva (2018) e Duarte, 2018 foi
utilizada a fase de pré-pupa, os demais estudos apontados na tabela 2 destacaram as fases de

pupa que ocorrem apds a fase de pré-pupa.

Pupa criptocefalica anterior e posterior foram fases utilizadas no presente estudo; por
Fraenkel e Bhaskaran (1973) e Silva (2018); os demais estudos estabeleceram a fase de pupa
criptocefalica com 1 (um) intervalo de variacdo. A maioria dos estudos da Tabela 2, como no
presente estudo, estipularam em suas tabelas o intervalo de variacdo da fase de pupa
fanerocefalica, porém no estudo de Barros-Cordeiro et al. (2014) ndo a estabeleceu. O mesmo
ocorre com o evento de apolise pupa-adulto; que também néo € apontado por Barros-Cordeiro
etal. (2014) e Barros-Cordeiro et al. (2016), no presente estudo é caracterizado, assim como nos

demais.

A caracteristica da pigmentacao dos olhos para fracionar o adulto farado foi utilizada no
presente estudo com as fases olhos transparentes, olhos rosados e olhos vermelhos. No presente

estudo a caracterizacdo de olhos transparentes d&-se quando a formagdo do mesmo esta completa
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que € no inicio da apolise pupa-adulto. Fraenkel e Bhaskaran, (1973) caracterizam a fase de
adulto farado incluindo-o no processo de apolise pupa-adulto. Flissak e Moura (2018) e Duarte
(2018) utilizam somente a fase de adulto farado (Tabela 2). As fases destacadas no presente
estudo foram para demarcar com maior precisdo as metamorfoses ocorridas em cada intervalo

de tempo, sendo este o critério utilizado em cada fase do desenvolvimento.

Duarte (2018) analisou o desenvolvimento intrapuparial de Ophyra aenescens
(Wiedemann, 1830) na temperatura de 27 + 1 °C com emergéncia do imago ocorrendo em 174
horas (tabela 2), foi a Unica espécie da familia Muscidae analisada com a mesma técnica de
estudo do desenvolvimento intrapuparial aqui aplicada. Comparando temperatura com o tempo
de desenvolvimento das demais espécies Silva (2018) analisou Hemilucilia semidiaphana
(Rondani, 1850) da familia Calliphoridae nas temperaturas de 20 e 25 °C com emergéncia do
imago em 144 horas e 192 horas respectivamente, sendo a analise sob a temperatura de 25 °C a
Unica que se desenvolveu em 144 horas (Tabela 2), assim como M. domestica, no presente

estudo sendo essa que com 27 £ 1 °C.

Fases do desenvolvimento e caracteristicas morfologicas externas quando comparadas
com a espécie O. aenescens, encontramos 0 mesmo intervalo de tempo na fase de pré-pupa,
enquanto as demais fases mantiveram-se com algumas variagdes, uma vez que M. domestica
apresentou o desenvolvimento mais acelerado, como a fase da pupa faneroceféalica iniciando-se

em 24 horas, enquanto que para O. aenescens ocorreu a partir de 30 horas.

Comparando as fases observadas por Fraenkel e Bhaskaran (1973) por causa da variacéo
na temperatura elas somente se aproximam, mas o desenvolvimento de M. domestica em seu
estudo encontra-se sempre mais acelerado, possivelmente por ocorrer em uma temperatura
maior. A exemplo desse fato foi a fase de pupa criptocefalica posterior apresentando o horario
final do intervalo de variagdo com nove (09) horas, sendo 0 mesmo horario do inicio do intervalo

de variacdo da fase pupa criptocefalica anterior do presente estudo.
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Tabela 2 - Fases e evento do desenvolvimento intrapuparial comparadas de diferentes espécies e temperaturas, dados retirados das tabelas realizadas dos
respectivos autores

DESENVOLVIMENTO INTRAPUPARIAL (Intervalo de variago h)

; Pupa Pupa A Olhos
Espécie / Pre- Cripz)%ziélica Criptoczfélica Fanerogefélic AE’puopI;s_e transparente ROIhOS Olhos Emergéncia  Referéncia
Temperatura | Pupa : Posterior a s osados vermelhos
Anterior Adulto
Musca
domestica | 3-9 9-21 15-24 21-84 84-96 84-90 96-102 96-144 144 Preseé‘te
27 °C estudo
Musca Fraenkel &
domestica - 4 6-9 16-18 28-30* - - - 96-110 Bhaskaran
30 °C (1973)
Hermetia Barros-
illucens - 6-18 - - 21-80 96-176 144-192*** - Cordeiro et al.
27°C (2014)
Cochliomyia Barros-
macellaria - 6-42 12-78 - 15-45** 78-90 90-120 241 Cordeiro et al.
23°C (2016)
Sarconesia Flissak &
chlorogaster - 16-24 32-88 96-104 112-326* 326 Moura
25 °C (2018)
Hemilucilia i
semidiaphana | 3-12 12-24 15-30 24-42 30-48 48-90 90-102 96-138 144 (52'0‘{%)
25°C
Ophyra
Duarte
aeg;&icgns 3-9 15-24 30-108 78-96 114-174* 174 (2018)

*Utilizado somente fase de adulto farado sem destacar cor dos olhos.

**Autor utilizou olhos amarelos como mais uma fase.

***Emergéncia do imago na fase olhos vermelhos.
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Caracteristicas morfoldgicas externas como, antenas negras, arista plumosa e asas com a
nervura Mz« formando uma angulosidade em cotovelo marcam o desenvolvimento
intrapuparial de M. domestica sendo possivel a identificacdo, outras caracteristicas marcantes
como as quatro faixas longitudinais no mesonoto com a tonalidade preta, o térax acinzentado,
manchas cinzas no abdome claro sdo possiveis de serem observadas, porém é importante
ressaltar que caracteristicas ligadas a pigmentacdo ficam mais evidenciadas ap0s a emergéncia

do adulto.

Considerando a aplicabilidade para auxilio na estimativa do IPMmin. é necessario maior
variabilidade quanto a temperatura para que se possa ter uma ferramenta adequada a ser
utilizada, sendo importante a continuidade destes estudos em diferentes temperaturas.

Esses dados se tornam extremamente Uteis e acessiveis sem carecer do auxilio de técnicas
de alto custo, quanto a aplicabilidade para determinar a idade da pupa dando maior solidez ao

resultado do IPMmin.

Temos uma rica entomofauna forense em diferentes regibes e é significativo o
aprofundamento para o enriquecimento da taxonomia e concomitantemente para a entomologia
forense, sendo valido ressaltar que h& um crescente nos ultimos anos no estudo do

desenvolvimento intrapuparial, porém ainda ha um vacuo significativo relacionado ao mesmo.



34

6 CONCLUSOES

e As estruturas externas do desenvolvimento intrapuparial Musca domestica foram
reconhecidas e descritas morfologicamente, suas fases e eventos caracterizados estimando a
idade pupal, sob temperatura de 27 + 1 °C, 60 £ 10 % de umidade relativa e 12 h de fotofase.

e Estruturas morfoldgicas foram observadas, com base no surgimento; definicdo e
pigmentacdo de tais estruturas, sob temperatura de 27 £ 1 °C, 60 + 10 % de umidade relativa
e 12 h de fotofase e pode-se ressaltar 46 caracteristicas durante as 144 h de desenvolvimento,

as caracteristicas fundamentais para identificagdo da espécie foram apontadas.

¢ Diante disto, dispomos em nosso estudo dados solidos com intuito de fornecer subsidio para
entomologia forense, principalmente, para auxiliar entomdlogos, peritos forenses e/ou
técnicos no célculo e estimativa do IPMmin, uma vez que M. domestica apresenta interesse

forense por ser encontrada em corpos em estado de decomposicao.
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