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RESUMO

Ophyra aenescens (Wiedemann, 1830) (Diptera: Muscidae) apresenta importancia
meédica-sanitaria e forense, com diversos estudos voltados para a biologia, porém sem
trabalhos analisando o desenvolvimento intrapuparial. Em dipteros muscoides, o
estagio de pupa representa cerca de 50% de periodo total de desenvolvimento do
imaturo, fazendo com que estudos analisando o desenvolvimento morfoldgico da pupa
tornem-se importantes para a compreensdo da metamorfose do inseto, além de auxiliar
em estudos na area forense, funcionando como uma ferramenta para a estimativa do
Intervalo P6s-Morte Minimo (IPMy,). Portanto, este estudo teve como objetivo
identificar e descrever as mudangas morfoldgicas temporais no desenvolvimento desta
espécie sob a temperatura constante de 27 °C. Para isso, foi acompanhado o
desenvolvimento intrapuparial de Ophyra aenescens sob a temperatura de 27 + 1 °C,
UR 60 + 10 % e 12 horas de fotofase. As pupas foram mortas e fixadas a cada 3 horas,
até completar 24h apds a pupariacdo, e posteriormente a cada 6 horas, até a emergéncia
do adulto. Foram analisadas 340 pupas, com a emergéncia ocorrendo em 174 h. A
morfologia externa foi descrita e registrada, definindo com bases nas caracteristicas
morfolégicas, oito fases de desenvolvimento intrapuparial: pupariacdo, pré-pupa;
apolise larva-pupa; pupa criptocefélica; pupa fanerocefélica; apdlise pupa-adulto;
adulto farado e imago. Foram descritos 25 caracteres morfoldgicos-chaves para a
identificacdo das fases e do intervalo de tempo, dentre elas, estruturas como 0s
apéndices toracicos (pernas e asas), estruturas da cabeca como antena, olhos, triangulo
ocelar e pecas bucais, e a presenca de cerdas. Sendo assim, torna-se possivel utilizar
tais caracteres morfoldgicos para auxiliar no célculo da estimativa do intervalo pos-
morte de um corpo, porém, mais estudos voltados para espécies de Muscidae
demonstram-se necessarios para que aumente o grau de confiabilidade do método, em
comparagao com outras espécies com biologia semelhante a apresentada neste estudo.

Palavras-chave: Entomologia Forense; Pupa; Morfologia.



ABSTRACT

Ophyra aenescens (Wiedemann, 1830) (Diptera: Muscidae) presents medical-sanitary
and forensic importance, with studies focused on its biology, but without studies
analyzing its intrapuparial development. In the muscoid dipterans, the pupal stage
represents about 50 % of its total immature development period, making studies
analyzing the pupal morphological development important for the understanding of
insect metamorphosis, helping in studies in the forensic area, functioning as a tool for
estimating the Minimum Post-mortem Interval (IPMp;n) by observing its morphological
characteristics and developmental phases. Therefore, this study aims to identify and
describe temporal morphological changes in the development of this species under a
constant temperature of 27°C. For this, the intrapuparial development of
Ophyra aenescens under temperatures of 27 £1°C, RH 60 + 10 % and 12 hours of
photophase was monitored, with pupae, from the time of pupariation, killed and fixed
every 3 hours, up to 24 hours, and thereafter every 6 hours, until adult emergence. A
total of 340 pupae were analyzed, with emergence occurring in 174 h. The external
morphology was described and recorded, defining, based on the morphological
characteristics, eight stages of intrapuparial development: pupariation, pre-pupae; larva-
pupae apolysis; cryptocephalic pupae; phanerocephalic pupae; pupal-adult apolysis;
pharate adult and adult. Were described 25 key morphological characters for the
identification of phases and time intervals, such as thoracic appendages (legs and
wings), head structures such as antenna, eyes, ocellar triangle and mouthparts, and the
presence of bristles. Thus, it becomes possible to use such morphological characters to
aid in the calculation of the estimate of the Post-mortem Interval of a body, however,
more studies aimed at Muscidae species are necessary to increase the reliability of the
method, in comparison with other species with similar biology to that presented in this
study.

Keywords: Forensic Entomology; Pupa; Morphology.
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1) INTRODUCAO

Dipteros muscoides, conhecidos popularmente como moscas, sdo atraidos para
regides domiciliares por conta do lixo e residuos de matéria em decomposicao vegetal
ou animal, com algumas espécies apresentando comportamento sinantrépico. Desta
forma, muitas espécies possuem habitos saprofagos, copréfagos e necrofagos, enquanto
que outras podem ser ainda hematdfagas e nectivoras, apresentando assim, importancia
em diversas areas de estudo, como econdmica, ecoldgica, médica-sanitaria, veterinéria,
agropecuédria e forense. Dentre os insetos que participam mais frequentemente na
decomposicdo da matéria organica, os mais encontrados em carnica animal e cadaveres
humanos sdo representantes das familias Calliphoridae, Sarcophagidae e Muscidae
(SMITH, 1986).

A Entomologia Forense, por definicdo, é a ciéncia que aplica o estudo dos
insetos a procedimentos legais, podendo ser aplicada em areas como de produtos
estocados, tratando da contaminacdo destes produtos pelos insetos; area urbana,
incluindo acGes civeis envolvendo a presenca de insetos em imoveis, danificando-os; e
finalmente a &rea médico-legal, que envolve principalmente a area criminal com relagdo
a morte violenta (OLIVEIRA-COSTA, 2011). Ha ainda as areas da Entomotoxicologia,
que analisa os efeitos de medicamentos, drogas ou venenos no desenvolvimento dos
insetos (PACINI et al., 2015), e a area Ambiental, que utiliza os insetos bioindicadores
ambientais ou que possuam alguma interacdo ecolégica especifica que auxiliem em

investigacOes de casos de crimes ambientais (BOTTEON, 2016).

Portanto, a Entomologia Forense é uma ferramenta que pode auxiliar em
investigagBes criminais, utilizando os insetos e outros artropodes associados atraves da
estimativa da idade dos imaturos ou pela anélise da diversidade de insetos que visitam o
corpo e com o periodo de visitagio (AMENDT, 2011). Tal ferramenta pode ajudar
também em casos de negligéncia nos cuidados de criangas e idosos (BENECKE e
LESSIG, 2001) e na possibilidade de locomoc¢éo do corpo de uma cena de um crime
(BENECKE, 2001). Na medicina legal, a estimativa do Intervalo Pds-Morte (IPM) é
realizada atraves da analise dos fendmenos cadavéricos que diferem em fungdo de
diversos fatores de influéncia, como a temperatura e a umidade (CROCE e CROCE
JUNIOR, 1998).
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Para a estimativa do tempo de decomposi¢cdo ou do tempo em que O COrpo
permaneceu exposto apds morto, podem ser realizadas metodologias através do tempo
de desenvolvimento dos imaturos, que ocorre quando as fémeas ovipositam no cadaver,
com as larvas se alimentando e se desenvolvendo diretamente sobre o corpo, podendo
assim ser Uteis para a estimativa do calculo do Intervalo Pés-Morte minimo (IPMmin),
que estima o tempo maximo e minimo entre 0 momento da morte e a descoberta do
cadaver (CATTS, 1992); ou através do padrdo de sucessdo dos insetos, que procura
avaliar quais espécimes de moscas adultas sdo atraidas para um corpo em
decomposicdo e em quais periodos ocorre essa atracdo para alimentacdo, reproducéo e
maturacdo dos ovos, através da correlacdo dos insetos encontrados com as fases de
decomposic¢do ou através da analise de associacdo, com 0 método de unidades de tempo
(OLIVEIRA-COSTA, 2011).

O IPMpin, como citado anteriormente, é dado através da estimativa da idade de
um inseto associado a um corpo em decomposicdo. O tempo de desenvolvimento das
larvas mostra 0 minimo de tempo em que o corpo foi exposto para a atividade de
insetos (SMITH, 1986). Este IPMy, € utilizado para estimativa de tempo nos estagios
iniciais de decomposicéo, sendo a idade do inseto a base para as estimativas do IPMmin,
baseando-se em fatores como o estagio larvar mais velho encontrado, que corresponde
as primeiras posturas, indicando o tempo minimo de exposicdo do cadaver, além de,
preferencialmente, serem utilizados exemplares da primeira geracdo dos insetos (que se
criaram no corpo), ja que sua idade indicara o limite minimo do IPM (OLIVERIA-
COSTA, 2011).

Um dos métodos mais utilizados para a estimativa do IPMp, € através do
modelo linear denominado Grau-Dia Acumulado (GDA) que relaciona os dados da
evolucdo do desenvolvimento de espécies criadas em condic¢des de laboratorio com as
condicBes ambientais (temperatura) que uma mesma espécie estaria exposta no cadaver
(OLIVERIA-COSTA, 2011). O primeiro autor a aplicar este conceito para a estimativa
do IPM foi GREENBERG (1991), na qual o autor publicou diversos artigos e casos
utilizando a linha do tempo para a estimativa do Intervalo P6s-Morte calculado com
base neste conceito para determinar quando foi realizada a postura de ovos no cadaver
(OLIVEIRA-COSTA, 2011).

A estimativa do IPMp, pode ser realizada também baseando-se na quantidade

de aberturas espiraculares das larvas de cada espécie (QUEIROZ et al., 1997),
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associada com o tempo de decomposic¢do do corpo, considerando a variagcdo temporal
no desenvolvimento das larvas influenciado por fatores abidticos como temperatura,
umidade relativa do ar e fotoperiodo (CATTS e GOFF, 1992). Na area médica-legal, os
Muscidae ainda podem ser utilizados para avaliar diversos aspectos do crime como
forma e causa da morte e associacdo de suspeitos na cena do crime (CATTS e GOFF,
1992).

Portanto, é necessario o conhecimento do ciclo de vida dos insetos e como eles
podem ser influenciados por fatores externos para que os adultos e imaturos das moscas
sejam utilizados na area forense. Como citado anteriormente, as larvas sdo muito
utilizadas para o célculo do IPMp,n, mas o estagio de pupa; que em dipteros muscoides
representa cerca de 50% do tempo de desenvolvimento do imaturo (MARTIN-VEGA et
al., 2016) ainda é pouco utilizado neste campo de estudo. Porém, atualmente é possivel
encontrar cada vez mais estudos voltados para a area forense utilizando as pupas, onde
se analisa suas fases de desenvolvimento e idade estimada através da observacdo do
surgimento e desenvolvimento de estruturas morfolégicas ao longo do corpo,
principalmente com as familias Calliphoridae (DEFILIPPO et al., 2013; KARABEY e
SERT, 2014; PROENCA et al., 2014; MA et al., 2015; RAMOS-PASTRANA et al.,
2017; FLISSAK e MOURA, 2018) e Sarcophagidae (CUNHA, 2014; SINHA e
MAHATO, 2016), que possuem grande importancia na area forense, como forma de

complementar e auxiliar na estimativa do IPMpjp.

Cabe ressaltar que para a mesma area de estudo, apenas o trabalho de
FRAENKEL e BHASKARAN (1973) analisa o desenvolvimento intrapuparial de uma
espécie de Muscidae, Musca domestica Linnaeus, 1758, onde os autores observam as
fases de desenvolvimento da espécie, sem se aprofundarem nas defini¢cbes das
caracteristicas morfoldgicas, indicando a necessidade de mais estudos de representantes

desta familia que também apresenta interesse forense.

A familia Muscidae apresenta cerca de 4.500 espécies descritas, com ocorréncia
em quase todas as regides biogeograficas, exceto na Antartica. Na regido Neotropical
sdo reconhecidas 843 espécies (CARVALHO et al., 2005), enquanto que a América do
Sul apresenta 708 espécies e 80 géneros (CARVALHO, 2002). Os adultos desta familia
sdo reconhecidos atraves da presenca da caliptra, auséncia da série vertical de cerdas no

mero, fémeas com menos de sete pares de espirdculos no abdémen (a maioria dos
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géneros possuem apenas seis pares) e machos sem o par de glandulas acessorias do
sistema reprodutor (COURI e CARVALHO, 2005).

A invervacdo das asas também é importante para a identificacdo da familia, que
apresenta a asa com a veia subcostal atingindo a costal quase em angulo reto, e a veia
Al1+CuA2 e A2 com diferentes formatos (CARVALHO et al., 2002). Nas larvas, 0s
ganchos orais fundidos (ou muito proximos) é uma caracteristica que ajuda a definir
esta familia (CARVALHO e COURI, 2002).

Espécies desta familia podem ser predadoras, hematéfagas, saprofagas ou
necrofagas, com as larvas ocupando diferentes habitats, dentre eles esterco de animais,
matéria organica vegetal e animal em estado de decomposicdo, como madeira e carne
putrefata (COURI e CARVALHO, 2005). Por conta deste habito, apresentam
importancia ecolégica, com as larvas copréfagas e saprofagas contribuindo na
reciclagem destes compostos (COURI e CARVALHO, 2005), enquanto que algumas
larvas carnivoras e predadoras de Ophyra sp. podem se alimentar de larvas de outras
espécies, como no caso de M. domestica (NOLAN e KISSAM, 1985; AXTELL, 1986),
auxiliando no controle biolégico desta espécie.

A associacdo com 0 homem e 0s animais domésticos também influencia em sua
importancia na area da salde como veterindria e médica-sanitaria, j& que muitas
espécies de muscideos atuam como vetores mecanicos de agentes causadores de
doencas, através da propria superficie do corpo, pelas pernas, probdscide e cerdas, ou
através das regurgitacdes que as moscas realizam para se alimentar, ou ainda pela
defecacdo diretamente nos alimentos ou no proprio individuo (NIHElI e DOMINGUEZ,
2008), transmitindo assim patégenos como virus, bactérias, protozoarios, nematddeos,
entre outros (GREENBERG, 1971). Algumas espécies de muscideos também sdo
conhecidas por causarem miiases obrigatérias ou facultativas (GREENBERG, 1971;
GUIMARAES e PAPAVERO, 1999).

Ja na area forense, esta familia possui grande importancia por ser encontrada em
cadaveres em decomposicao, estando bem adaptadas a diferentes condi¢des, como em
cenas de crime em locais abertos ou fechados, com alta ou baixa luminosidade
(ambientes cobertos, por exemplo), locais Umidos e secos, tanto no inicio quanto no
final do estagio de decomposi¢do (GRZYWACZ, 2017).
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Segundo SKIDMORE (1985), as espécies pertencentes a subfamilia Azeliinae
apresentam habitos carnivoros facultativos e obrigatorios, além de saprofagos, tendo as
fezes como principal substrato para desenvolvimento dos imaturos. A subfamilia
Azeliinae € a que apresenta maior numero de géneros dentre as subfamilias de
Muscidae, e dentre eles encontra-se 0 género Ophyra Robineau-Desvoidy, 1830. De
acordo com CARVALHO e COURI (2002), existem oito espécies deste género na
regido Neotropical, com quatro destas encontradas no Brasil: Ophyra aenescens
(Wiedemann, 1830); Ophyra albuquerquei Lopes, 1985; Ophyra chalcogaster
Wiedemann, 1824 e Ophyra solitaria Albuquerque, 1958 (COURI e CARVALHO,
2005).

Ophyra aenescens é uma espécie sinantropica originaria das Américas e pode
ser encontrada atualmente em diversas regides do planeta, tendo sido introduzida na
Europa na década de 1960 (HOGSETTE e WASHINGTON, 1995). Esta associada ao
ambiente urbano, assim como o silvestre, com maior abundancia nas estacdes quentes
(RIBEIRO et al., 2000), sendo encontrada em substratos atrativos como peixes em
estado de putrefagdo, para a alimentagdo e postura de ovos pelas fémeas (d’ALMEIDA,

1997), além de crustaceos, figado bovino e carcaca de roedores (d’ALMEIDA, 1988).

NOLAN e KISSAM (1985) e AXTELL (1986) relatam que as larvas de
O. aenescens no segundo e terceiro instar apresentam comportamento predatério de
larvas de M. domestica, podendo ser utilizadas no controle biolégico. Em estudos na
area forense é possivel encontrar as larvas nos exsudatos corporais, associado ao
conteddo exposto do intestino (BYRD e CASTNER, 2001), além da carne em estado

avancado de putrefacéo.

OLIVEIRA-COSTA et al. (2014) ao analisar diferentes padrdes de sucesséo de
dipteros muscoides de importancia forense em duas carcacas de porco (Sus scrofa
Linnaeus, 1758), com um porco carbonizado, e outro controle, sem ser carbonizado,
avaliou que O. aenescens foi encontrada em abundancia em ambos 0s modelos
utilizados no estudo (controle - N: 379; carbonizado - N: 338), durante praticamente
todo o estdgio de decomposicdo, enquanto que apenas as larvas desta espécie foram
encontradas colonizando as carcagas nos dois experimentos, o que indica a grande

importancia de O. aenescens em estudos na area forense.
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Além da area forense, a espécie também possui interesse na area veterinaria,
médica-sanitaria e econdmica por conta de sua capacidade de transmitir agentes
patoldgicos e/ou parasitas, como por exemplo, a capacidade de O. aenescens de
transportar ovos de Dermatobia hominis, causador da “berne”, que além de ocasionar
grande incébmodo ao seu hospedeiro, pode causar grandes danos na industria de gado,

sendo o principal ectoparasita a afetar este setor no Brasil (RODRIGUEZ, 1999).

Para a familia Muscidae, trabalhos analisando o desenvolvimento intrapuparial
ainda sdo poucos, com apenas um estudo, de FRAENKEL e BHASKARAN (1973), na
qual os autores analisaram as fases de desenvolvimento intrapuparial de trés espécies de
moscas de trés familias diferentes (dentre elas, M. domestica) através de cortes
histologicos, sob a temperatura constante de 30 °C, identificando assim as fases do
desenvolvimento da pupa, além de auxiliarem também nas terminologias referentes ao
desenvolvimento intrapuparial. Outros autores como CEPEDA-PALACIOS e SCHOLL
(2000), BARROS-CORDEIRO et al. (2014), MARTIN-VEGA et al. (2016) e
FLISSAK e MOURA (2018) auxiliaram também nestas definicOes e revisdes.

MARTIN-VEGA et al. (2016) analisaram e revisaram a terminologia utilizada
nos recentes estudos sobre o desenvolvimento intrapuparial de dipteros ciclorrafos,
definindo assim dois processos: 0 de pupariacdo, que € quando a larva errante
abandona o substrato para realizar a formacdo do pupario (estrutura esclerotizada
externa em formato de barril) e o de pupacdo, fase onde ocorrem as mudancas

morfoldgicas que transformardo a larva em adulto.

Na pupacdo, ocorrem seis fases antes da total formacdo da pupa e emergéncia
do imago do pupario, como as fases de pré-pupa, que ocorre entre 0 inicio da
pupariacdo e o primeiro evento de apélise, com a pré-pupa ainda ligada a cuticula larval
e semelhante a larva L3. A apdlise larva-pupa ocorre logo em seguida, com a
formacdo da epiderme da pupa e a separacdo da mesma do pupério, 0 que ndo é
perceptivel a olho nu através da metodologia de dissecacdo, porém apos esta apélise, a
dissecacédo e retirada da pupa do pupario é facilitada e ocorre com poucos danos a
estrutura do espécime, facilitando na identificacdo desta fase do desenvolvimento.
Ressalta-se que logo apds este evento, a pré-pupa pode finalmente ser denominada

como “pupa’”.
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Posteriormente, ocorre a formacgéo da pupa criptocefalica, na qual ainda nao é
possivel observar a distincdo dos tagmas do corpo, porém as pernas € asas comecam a
se formar e encontram-se parcialmente expostas. Na fase seguinte, de pupa
fanerocefélica, os apéndices toracicos como pernas e asas estdo maiores e mais
desenvolvidos, enquanto que ocorre a formacdo dos tagmas e sua melhor distingéo

entre cabeca, térax e abddémen.

A apdlise pupa-adulto ocorre com a separacdo das células epiteliais adultas do
pupario, que assim como a apolise larva-pupa, citada anteriormente, é de dificil
observacao a olho nu, podendo assim ser identificada apenas através de metodologias
mais especificas como a utilizada por FRAENKEL e BHASKARAN (1973), de corte
histol6gico ou de tomografias virtuais micro-computadorizadas, como utilizada e citada
por MARTIN-VEGA et al. (2016).

Portanto, para este estudo que utiliza uma metodologia mais simples de
dissecacdo do pupario e observacdo morfolégica, 0 momento de apoélise pupa-adulto foi
definido através da identificagdo do inicio da formacdo de estruturas morfoldgicas
especificas, como as antenas e pecas bucais, também utilizados como fator de
delimitacdo para esta fase por FLISSAK e MOURA (2018).

Finalmente, ocorre a formacdo do adulto farado, apos a apolise pupa-adulto,
que corresponde a maturacdo das estruturas morfoldgicas do adulto, até 0 momento de
emergéncia do adulto (ou imago) do pupario.
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2) OBJETIVOS
2.1) Objetivo Geral

e Identificar e descrever morfologicamente as etapas de desenvolvimento
intrapuparial de Ophyra aenescens, sob temperatura de 27 + 1 °C com umidade
relativa de 60 + 10 % e 12 h de fotofase.

2.2) Objetivos Especificos

e ldentificar as fases de desenvolvimento intrapuparial denominadas: (1)
pupariacdo; (2) pré-pupa; (3) apdlise larva-pupa; (4) pupa criptocefélica; (5)
pupa fanerocefélica; (6) apdlise pupa-adulto; (7) adulto farado e (8) imago de
O. aenescens sob a temperatura de 27 £ 1 °C, 60 + 10 % UR e 12 h de fotofase.

e Descrever as principais caracteristicas morfolégicas ocorridas ao longo das fases
de desenvolvimento intrapuparial da pupa sob a temperatura de 27 £ 1 °C,
60 + 10 % UR e 12 h de fotofase para auxiliar na estimativa da idade da pupa de

O. aenescens.
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3) METODOLOGIA
3.1) Coleta de espécimes e estabelecimento de col6nia de Ophyra aenescens

A coleta foi realizada no campus do Instituto Oswaldo Cruz (I0OC/FIOCRUZ),
em Manguinhos, Rio de Janeiro, ativamente, através de tubos Falcon no interior da
armadilha do tipo Shannon, com isca atrativa a base de peixe em estado de putrefacao.
Por ser clara, a armadilha permite a passagem de luz e estimula o fototropismo das
moscas, atraindo-as para a regido superior, facilitando a coleta.

Figura 1: Armadilha do tipo Shannon, instalada no campus da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ),
para coleta de Ophyra aenescens (Diptera: Muscidae); Peixe em estado de putrefacdo, protegido por uma
grade para impedir que outros animais se alimentem e carreguem a isca; Coleta ativa no interior da
armadilha com o tubo Falcon.

Os insetos foram levados ao Laboratério de Entomologia Médica e Forense
(LEMEF), onde foram identificados através de chave dicotbmica especifica para a
espécie (CARVALHO et al., 2002), enquanto que a criacdo em laboratorio seguiu a
metodologia estabelecida por QUEIROZ e MILWALD-DE-AZEVEDO (1991).

Depois de identificadas e confirmadas as espécies, os adultos foram mantidos
em gaiolas de madeira (30 x 30 x 30 cm) revestidas com tecido de nailon tipo
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“escaline” e acondicionados em estantes ventiladas na temperatura de 27 1 °C,
umidade relativa de 60 = 10 % e 12 h de fotofase para criacdo. A dieta para os adultos
consistiu de uma solugdo de 50 % de sacarose, enquanto que para estimular a
oviposi¢do dos adultos e alimentacdo das larvas foi oferecida carne moida bovina

putrefata.

Figura 2: Gaiola de criagdo de Ophyra aenescens; Estante climatizada a temperatura de 27 +1°C,
umidade relativa de 60 £ 10 % e 12 horas de fotoperiodo.

Apbs a oviposicdo, as larvas referentes a geracdo parental (das moscas
selvagens, coletadas no campus) foram transferidas para recipientes plasticos (5 x 7 cm)
com aproximadamente 1 g/larva de carne moida bovina putrefata, como substrato de
alimentacdo. Em seguida, tais recipientes foram acondicionados em recipientes maiores
(10 x 10 cm) contendo vermiculita, para 0 momento de pupacédo e pupariacao das larvas

errantes (ou maduras).

T

.

5

Figura 3: Pote de criacdo das larvas de Ophyra aenescens até 0 momento de pupariagdo, contendo carne
em estado de putrefacdo para a dieta e vermiculita para as larvas errantes realizarem a pupariagéo.
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3.2) Obtencéao das pupas e analise do desenvolvimento intrapuparial

Os especimes de Ophyra aenescens foram criados durante todos os estagios a
27 = 1°C, com umidade relativa de 60 + 10 % e 12 h de fotofase na estante ventilada.
As larvas errantes, ao abandonarem o substrato e irem para a vermiculita foram
separadas em grupos de 100, em quatro recipientes (totalizando 400 larvas) para a
observacao da fase de pupariacdo, momento em que a larva L3 (ou errante) interrompe
sua movimentacdo, retrai 0 esqueleto cefalofaringeano e inicia o endurecimento da
cuticula do pupério, com um formato semelhante ao de barril, que muda de cor
posteriormente, escurecendo a medida que a pupa se desenvolve dentro do pupario
formado, sendo este um processo irreversivel (BARROS-CORDEIRO et al., 2014;
MARTIN-VEGA et al., 2016).

Figura 4: Contagem das larvas de Ophyra aenescens e separagdo das mesmas em grupos de 100
individuos para observacdo dos momentos de puparia¢do na vermiculita.

Os puparios foram separados em grupos de dez espécimes por intervalo de
horas, desde 0 momento da pupariacdo (0 hora) a cada 3 horas, até completar 24 horas,
e posteriormente a cada 6 horas, até 0 momento da emergéncia do primeiro espécime.
Os espécimes foram mortos em agua quente (70 +5°C) e em seguida fixados em
solucdo fixadora de Carnoy por 48 horas. Apds este periodo, foram submetidos ao
acido formico 5 %, também por 48 horas, e posteriormente congelados, até 0 momento
da dissecacdo, que ocorreu com o auxilio de instrumentos entomoldgicos como pingas,

alfinetes e estiletes.
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Figura 5: Larva errante L3 de Ophyra aenescens no momento de pupariacdo (0 hora), com a cabega
retraida e perda de movimento; Tubos de ensaio com os puparios em seus respectivos intervalos de horas
na solucdo fixadora de Carnoy e no Acido Férmico 5 %.

As pupas foram observadas em microscopio estereoscépio (lupa) no laboratério,
para o reconhecimento e descricdo das fases do desenvolvimento intrapuparial e das
caracteristicas morfologicas que surgiam, seguindo as definicbes de BARROS-
CORDEIRO et al., 2014, CUNHA, 2014, MARTIN-VEGA et al., 2016 e FLISSAK e
MOURA, 2018. Posteriormente, foram fotografadas em microscopio estereoscopio da
marca e modelo Leica M2015 C, e as fotos editadas no programa Adobe Photoshop
CS5, para registro e analise dos dados, que foi realizada com o célculo da média e

desvio padrdo no programa Excell (Microsoft Office).
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4) RESULTADOS

A morfologia externa de Ophyra aenescens a 27 °C foi observada e fotografada,
com a emergéncia do adulto ocorrendo as 174 horas, com um total de 340 pupas
observadas.

Tabela 1: Valores minimos e maximos (intervalo de variacdo) e tempo médio da duracdo (em horas) de
cada fase do desenvolvimento intrapuparial de Ophyra aenescens a 27 °C, em condic6es de laboratério.

Fases Inte_rvailo de Tempo (h)
Variacgéo (h) X £ DP
Pupariacao 0 -
Pré-pupa 3-9 6+2,449
Apolise larva-pupa 12 12+0
Pupa Criptoceféalica 15-24 19,58 + 3,40
Pupa Fanerocefalica 30-108 61,35 + 23,87
Apdlise pupa-adulto 78 - 96 87,69 + 9,34
Adulto Farado 114 - 174 143,75 + 18,04
Adulto (Emergéncia) 174 -

média + desvio padrdo: X £ DP.

Dentre as fases identificadas para O. aenescens, as que se apresentam mais
confidveis para a definicdo da idade da pupa e posterior auxilio no célculo do IPMm,
para a area forense sdo as fases de Pré-Pupa e Pupa Criptocefalica, que apesar de,
respectivamente, apresentarem nenhuma ou poucas estruturas (inicio do surgimento das
pernas e asas, sem detalhes), possui um intervalo de tempo curto no total (6 e 9 horas,
respectivamente), aumentando desta forma a confiabilidade do calculo.

A fase de Adulto Farado, apesar de apresentar mais tempo de desenvolvimento
(60 horas) em comparagdo com as duas citadas anteriormente, possui diversas
mudangas morfoldgicas de forma mais detalhada, com o inicio da pigmentacdo das
estruturas; o surgimento das cerdas; delimitacdo e definicdo de apéndices; dentre outras
caracteristicas, que auxiliam em uma estimativa de idade mais precisa, fazendo com
que as fases de Pré-Pupa, Pupa Criptocefalica e Adulto Farado sejam as mais confiaveis
para auxiliar na estimativa do IPMp,, ao calcular a idade das pupas, tanto através do
curto periodo, mesmo que com poucas modificacdes morfologicas, presentes em Pré-

Pupa e Pupa Criptocefalica, ou em muitas mudancas morfoldgicas ocorrendo de forma
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detalhada, apesar de ocorrer em um periodo de tempo maior, como apresenta 0 Adulto

Farado.

As fases de Apolise larva-pupa e Apolise pupa-adulto sdo estimadas através da
metodologia trabalhada e apresentam pouco tempo de desenvolvimento. Para que dados
mais confiaveis sejam utilizados através das fases de apolise, ja que estas sédo de dificil
estimativa através da observacdo em lupa, recomenda-se 0 uso, se possivel, de
ferramentas complementares especificas, como a tomografia micro-computadorizada,
ou até mesmo analises através de cortes histoldgicos, a fim de observar a apo6lise de
forma mais detalhada para aumentar a acuracia da estimativa da idade com relacdo a

estes eventos.

A fase de Pupa Fanerocefalica ndo demonstra-se muito confidvel para a
estimativa da idade e portanto, para o célculo do IPMy, em estudos da &area forense
pois esta apresenta poucas ou nenhuma mudanga morfologica deste o seu momento
inicial até o final, ao longo do seu periodo de desenvolvimento, o que pode dificultar o
perito na definicdo de um intervalo de hora confiavel para a estimativa, j& que esta fase
apresenta o maior tempo de desenvolvimento em comparagdo as outras, com 78 horas

no total.

Na tabela 2, podemos observar os 25 marcadores morfologicos chaves
(principais caracteres morfolégicos) dentro de 12 intervalos de horas, que podem
auxiliar na estimativa da idade da pupa.

Ja com relacdo a identificacdo morfoldgica da espécie ainda como pupa, esta se
torna possivel apenas nos horarios finais de desenvolvimento do Adulto Farado, pois
estruturas chaves para a identificacdo do inseto ja estdo mais definidas, pigmentadas e
visiveis, como por exemplo, o palpo maxilar amarelado, que se torna pigmentado a

partir de 138 horas de desenvolvimento intrapuparial.
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Tabela 2. Caracteristicas chave no desenvolvimento de Ophyra aenescens potencialmente informativas
para estimar a idade da espécie (em horas) sob a temperatura constante de 27 + 1 °C, em condicdes de

laboratério.
Marcadores morfoldgicos da pupa Hora

Pupa bem esbranquicada, muito parecida com larva e de dificil remocdo do 0
pupario.
Emergéncia dos apéndices toracicos (pernas), sifées respiratorios ainda claros, 18
no topo da cabeca.
Apéndices tordcicos mais evidentes (pernas e asas), sifoes respiratorios 24
escurecidos, no topo da cabeca.
Pupa de coloracdo branca, cabeca evaginada com os sifdes respiratorios na 30
lateral da cabeca.
Olhos bem delimitados, porém, ainda transparentes. 90
Inicia-se a coloracdo dos olhos, partindo do centro, em rosa claro; presenca de 108
cerdas na tibia.
Olhos completos e rosados. Tornam-se nitidas estruturas da antena (escapo,

. . . 114
pedicelo e flagelo) e das pecas bucais (palpos maxilares, labro, labela).
Formacao dos poros e das cerdas pelo corpo. Inicio da inervagéo das asas. 120
Formagdo do tridngulo ocelar, surgimento de cerdas nos labios e na regido 132
fronto-clipeal. Veia costal mais escura que as demais.
Escurecimento total das pernas e das veias das asas. Surge a arista no flagelo. 138
Palpos maxilares amarelos.
Aparelho bucal bem definido. Antena ganhando pigmentagdo. Garras do pos- 144
tarso nitidas.
Antenas com suas manchas bem definidas. Mancha da regido frontal definida. 150

As figuras 6, 7 e 8 apresentam e destacam as estruturas morfoldgicas

encontradas em determinados intervalos de horas, auxiliando desta forma a identificar

e/ou estimar a idade da pupa e suas fases de desenvolvimento, com suas descri¢des

morfoldgicas detalhadas.

Abaixo seguem as descricdes das diferentes fases de desenvolvimento

intrapuparial de Ophyra aenescens e suas principais caracteristicas morfoldgicas:

Pupariagdo (Oh): No momento de pupariagdo 0 pupario encontra-se

claro

(esbranquicado) e de dificil dissecacdo para a separacdo do mesmo do espécime a ser
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estudado. A pré-pupa ainda ndo esta formada, com o espécime ainda muito semelhante

morfologicamente a larva L3 (Fig. 6A).

Pré-Pupa (3 - 9h): O espécime permanece com a morfologia semelhante da larva, sem
grandes mudancas morfologicas, com o corpo preso a cuticula do pupério, o que
dificulta a dissecacdo em especial na regido posterior, proximo aos ultimos segmentos

do corpo.

Apdlise Larva-Pupa (12h): Ocorre a formacdo das células epiteliais da pupa,
influenciando no momento da dissecacgdo e facilitando-a, j& que ocorre a separacdo do

corpo da pupa das células epiteliais do pupario.

Pupa Criptocefélica (15 - 24h): Ocorre a formacdo dos apéndices toracicos (pernas e
asas), estando estes mais evidenciados e longos (Fig. 7A; 7B), além de observar-se o
surgimento dos sifdes respiratorios (Fig. 6B) no topo do corpo da pupa, inicialmente

transparentes, escurecendo a partir de 24 horas (Fig. 6C).

Pupa Fanerocefalica (30 - 108h): Nesta fase ocorre a evaginacdo da cabeca em 30
horas (Fig. 6D; 7C), com a tagmatizacdo do corpo (separado em cabega, tdrax e
abdémen) bem definida. Os sifGes respiratorios encontram-se latero-dorsalmente na
base da cabeca (Fig. 6D), enquanto que estruturas como pernas e asas apresentam-se
um pouco mais longas, mas ainda ndo definidas (Fig. 7C). Estruturas da cabeca como
olhos, antenas e pecas bucais ainda ndo estdo bem formadas, iniciando seu surgimento

na fase seguinte.

Apolise Pupa-Adulto (78 - 96h): Nesta fase ocorre a formacao das células epiteliais do
adulto, com a formacdo do mesmo quase completa, com estruturas da cabeca como 0s
olhos, antenas e pecas bucais comecando a se formar e se definir (Fig. 6E), enquanto
que os apéndices toracicos (completamente externalizados) encontram-se em processo

de desenvolvimento, como o escurecimento das pernas (Fig. 7D).

Adulto farado (114 - 174h): O adulto ja esta formado, sendo necessario apenas 0 seu
amadurecimento. Com 114 horas, os olhos encontram-se preenchidos em rosa claro e é
possivel observar as estruturas da antena (escapo, pedicelo e flagelo), assim como as
das pecas bucais, como os palpos maxilares, labio e labro (Fig. 6G; 7F; 8A). Com 120

horas, as veias das asas apresentam tons amarelados (Fig. 7G), enquanto que ocorre a
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formacéo das cerdas sensoriais no torax (Fig. 6H). Em 132 horas, inicia-se a formacéo
do triangulo ocelar (Fig. 61; 8B), com os olhos compostos mais escuros, ocorrendo
também o escurecimento da veia costal nas asas e das cerdas ao longo do corpo, com o
surgimento destas na regido fronte-clipeal e pecas bucais (Fig. 61; 7H; 8B). Em 138
horas, as pernas, inervagfes das asas e as antenas escurecem ainda mais, e ocorre 0
surgimento da arista no flagelo (Fig. 8C), enquanto que o palpo maxilar ganha a
coloracdo amarelada, caracteristica da espécie (Fig. 8C). Ainda neste horario inicia-se o
escurecimento da fronte, e a demarcacdo do tridngulo ocelar. O escurecimento da fronte
(Fig. 6K; 8D) é delimitado em 144 horas, com o triangulo ocelar formado, enquanto
que as antenas se tornam mais escuras e as garras do pds-tarso mais evidentes (Fig. 7J).
A partir de 150 horas, as cerdas estdo escuras, e as antenas e a mancha na regido
pariental com sua pigmentacdo bem definida, indicando a formacéo do adulto (Fig. 6L;
7K).

Imago (174h): Emergéncia do adulto, finalizando o desenvolvimento intrapuparial
(Fig. 6L; 7L).
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Figura 6: Vista dorsal do desenvolvimento intrapuparial de Ophyra aenescens a 27 °C. Escala de 1 mm.
(A) pré-pupa de 0 h, esbranquicada e semelhante a larva; (B) pupa de 18 h, com sifdo respiratério
transparente; (C) pupa de 24 h, com sifao respiratorio escurecido; (D) pupa de 30h com cabeca evaginada
e sifGes respiratérios localizados latero-dorsalmente; (E) pupa de 90 h, evidenciando a delimitagdo dos
olhos; (F) pupa de 108 h, apresentando a pigmenta¢éo dos olhos, a partir do centro, em tom rosado; (G)
pupa de 114 h com os olhos delimitados e preenchidos pela coloracdo rosada; (H) pupa de 120 h, com o
inicio do surgimento das cerdas no torax; (I) pupa de 132 h, ja apresentando cerdas ao longo do corpo,
além da formagdo dos ocelos no triangulo ocelar (circulo); (J) pupa de 138 h, com mancha alongada
caracteristica da fémea na regido frontal da cabega, além de maior presenca de cerdas pelo corpo,
principalmente no abddémen; (K) pupa de 144 h, com mancha da regido frontal mais escura e definida;
(L) pupa de 150 h, com o corpo formado, evidenciando a mancha frontal completamente formada.
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Figura 7: Vista ventral do desenvolvimento intrapuparial de Ophyra aenescens a 27 °C. Escala de 1 mm.
(A) pupa de 18 h, com as pernas em formagcéo e longas; (B) pupa de 24 h, com as asas e pernas formadas
e alongadas; (C) pupa de 30 h, com as pernas e asas formadas, esbranquicadas; (D) pupa de 90 h,
indicando o escurecimento das pernas, sem a presencga de cerdas; (E) pupa de 108 h, com iniciacio da
delimitagdo das estruturas da antena, além da pigmentacdo dos olhos em tons rosados; (F) pupa de 114 h,
com estruturas como antenas e pecas bucais formadas, nas pernas é possivel observar o inicio da
formacéo de cerdas; (G) pupa de 120 h, pernas formadas e com presenca de cerdas, veia costal da asa
com coloracdo amarelada; (H) pupa de 132 h, com formagdo de cerdas na cabeca, principalmente nas
pecas bucais e regido fronte-clipeal; (I) pupa de 138 h, antena ganhando coloragdo propria, com 0
surgimento da arista na mesma, enquanto que os palpos maxilares ganham a coloracdo amarelada
caracteristica da espécie; (J) pupa de 144 h com a coloracdo da antena mais escura e definida, além do
escurecimento das pernas; (K) pupa de 150 h, apresentando o corpo formado; (L) pupa de 174 h,
referente ao estagio de emergéncia do imago do pupario.
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A - 114h

€ o 138h

Figura 8: Desenvolvimento da cabega em vista dorsal e ventral de Ophyra aenescens a 27 °C. (A) pupa
de 114 h com as antenas e pecas bucais desenvolvidas; (B) pupa de 132 h com o tridngulo ocelar (ocelos
tranparentes); (C) pupa de 138 h com a presenca da arista na antena, e pecas bucais com cerdas; (D) pupa
de 144 h com mancha da regido frontal definida.

Abreviagdes: ot- tridngulo ocelar; ant- antena; es- escapo; ped- pedicelo; fl- flagelo; clyp- clipeo; plp-
palpo maxilar; lbr- labro; Ibl- labela; ar- arista.
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5) DISCUSSAO

Na area da entomologia forense, o Intervalo P6s-Morte minimo (IPMp;,) €
calculado através do Grau-Dia Acumulado e utilizando os estagios de desenvolvimento
das larvas encontradas no corpo, analisando se estas foram encontradas nos estagios L1,
L2 ou L3, e através da identificacdo da espécie e do seu ciclo de vida, além da coleta de
dados abioticos da regido, é realizada uma estimativa de quanto tempo o corpo esta em

processo de decomposicao, estimando assim o periodo em que foi morto.

Ainda ndo € muito comum a utiliza¢éo do estagio pupal do inseto para o célculo
do IPMpm, apesar desta fase representar aproximadamente 50 % do tempo total de
desenvolvimento de imaturos de dipteros muscoides (MARTIN-VEGA et al., 2016).
Muitas vezes, ao encontrar um corpo, ndo € mais possivel encontrar as larvas e nem 0s
adultos, pois estas podem ja ter abandonado o substrato para realizar a mudanca de fase
e/ou ja& terem realizado a oviposicdo ou larviposicdo, sendo desta forma, encontrados
apenas 0s puparios em torno do cadaver contendo pupas em estadgio de

desenvolvimento que podem auxiliar o perito na investigacao.

No desenvolvimento intrapuparial ocorrem diversas mudancas fisioldgicas e
morfoldgicas que transformam a larva em um adulto, caracteristica esta comum aos
insetos holometabolos. Nos dipteros muscoides, no processo de pupariacdo a larva
encontra-se no estagio de larva errante, ou seja, a larva L3 que finalizou sua
alimentacéo e busca um local apropriado para a formacéo do pupario, iniciando assim o
estagio de pupacdo, que é o momento na qual as mudancas morfoldgicas e fisiologicas
ocorrem no inseto, com as fases de pré-pupa; apOlise larva-pupa; pupa criptocefalica;
pupa fanerocefalica; ap6lise pupa-adulto; adulto farado e finalmente o imago, que € o

momento de emergéncia do adulto completamente formado do pupario.

Atualmente estudos utilizando o desenvolvimento intrapuparial destes insetos
para a area tanto taxondmica quanto forense estdo cada vez mais comuns no meio
académico, porém eles ocorrem principalmente com as familias Calliphoridae
(DEFILIPPO et al., 2013; KARABEY e SERT, 2014; PROENCA et al., 2014; MA et
al., 2015; RAMOS-PASTRANA et al, 2017; FLISSAK e MOURA, 2018) e
Sarcophagidae (CUNHA, 2014; SINHA e MAHATO, 2016), enquanto que para a

familia Muscidae, que também apresenta importancia forense, existe apenas o estudo de
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FRAENKEL e BHASKARAN (1973), na qual os autores, analisando a especie
M. domestica através de cortes histologicos sob a temperatura de 30 °C, identificam
suas fases de pupacdo ao longo de seu desenvolvimento intrapuparial, porém nao
realizam a identificagdo dos caracteres morfolégicos que surgem em cada fase e seus
detalhes, 0 que demonstra a importancia de estudos dentro desta area serem realizados

com espécies da familia Muscidae.

Os recentes estudos sobre desenvolvimento intrapuparial de muscoides utilizam
metodologias semelhantes, na qual as pupas s&o mortas em &gua quente entre 70 e 90
°C (FLISSAK e MOURA, 2018; SILVA, 2018), com 0s puparios posteriormente
fixados em Solucdo de Carnoy (48 horas), Acido Férmico 5% (48 horas) e ap6s
dissecacdo, conservadas as pupas em alcool 70% (PUJOL-LUZ e BARROS-
CORDEIRO, 2012; BARROS-CORDEIRO et al., 2014), para observagéo em lupa.

Até o presente estudo, ndo hé trabalhos realizados com a familia Muscidae com
a metodologia empregada de dissecacdo dos puparios e observacdo das pupas para
identificacdo das fases de desenvolvimento intrapuparial e das caracteristicas
morfolGgicas presentes nos espécimes, sendo estudos desta natureza mais comuns com

moscas das familias Calliphoridae e Sarcophagidae, como citado anteriormente.

Os estudos mais recentes denominam entre cinco e sete fases de
desenvolvimento intrapuparial, que variam da observacao e das referéncias utilizadas
pelos autores, classificando as fases em pupariacdo; pré-pupa, com alguns estudos
incluindo a apolise larva-pupa nesta fase, ou até mesmo considerando esta fase como a
parte (FLISSAK e MOURA, 2018); pupa criptocefalica, com alguns autores definindo
esta fase com momentos de “antes” e “depois” (FRAENKEL e BHASKARAN, 1973;

SILVA, 2018); pupa faneroceféalica, apélise pupa-adulto, adulto farado e emergéncia.

FLISSAK e MOURA (2018) ao avaliarem o desenvolvimento intrapuparial de
Sarconesia chlorogaster (Calliphoridae) sob as temperatures de 20 e 25 °C definem
sete fases para a espécie: (1) pupariacao; (2) apélise larva-pupa; (3) pupa criptocefélica;
(4) pupa fanerocefalica; (5) apolise adulto-pupa; (6) adulto farado e (7) emergéncia,
nomeando os momentos das apolises larva-pupa e pupa-adulto como fases, e ndo como
eventos, como define FRAENKEL e BHASKARAN (1973), utilizando desta forma a
definicdo de MARTIN-VEGA et al. (2016) como base para seus resultados.
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MARTIN-VEGA et al. (2016) em seu estudo procura avaliar e resolver
confusbes de conceitos e terminologias que podem ocorrer em estudos de
desenvolvimento intrapuparial de dipteros ciclorrafos, na qual o autor analisa outros
estudos em busca do melhor conceito e descri¢cdo para cada fase encontrada. Nas fases
de apolise, MARTIN-VEGA et al. (2016) refere-se a elas ainda como eventos que
ocorrem e que ajudam a dar origem as fases seguintes do desenvolvimento

intrapuparial, como a de Pupa Criptocefalica e Adulto Farado.

SILVA (2018) também identificou sete fases de desenvolvimento intrapuparial
para sua espécie (Hemilucilia semidiaphana: Calliphoridae), trabalhando sob as
mesmas temperaturas de 20 e 25 °C, porém com algumas diferencas, como por
exemplo, sem definir a apolise larva-pupa, enquanto que no momento de pupa
criptocefélica, dividiu a fase em duas: pupa criptocefélica anterior (com as pernas
comecando a surgir e bem pequenas, enquanto que o resto do corpo assemelha-se ainda
a da larva) e posterior (quando as pernas estdo mais longas, ocupando
aproximadamente ¥ do corpo), porém apresentando o momento da ap6lise pupa-adulto
como uma fase, enquanto que a fase que seria denominada como “adulto farado” foi
definida através de caracteristicas como olhos formados, porém transparentes; olhos
rosados e olhos avermelhados, até finalmente chegar no momento da emergéncia do
adulto do pupério. Desta forma, as fases que permaneceram iguais a autora anterior
foram: pupariacdo, pré-pupa, pupa criptocefalica (apesar da divisdo dentro desta fase),
pupa fanerocefalica, apdlise pupa-adulto e emergéncia (com a fase de adulto farado

subentendida na descricdo dos olhos compostos).

Com relacdo ao desenvolvimento pupal e a temperatura, SKIDMORE (1985) e
AXTELL (1986) ao trabalharem com O. aenescens sob a temperatura de 27 °C
observaram o desenvolvimento pupal ocorrendo ao longo de quatro dias, tempo inferior
ao do presente estudo, com o desenvolvimento ocorrendo por volta de sete dias na

mesma temperatura.

AXTELL (1986) diz ainda em seu estudo que as espécies O. aenescens e
M. domestica apresentam o ciclo de vida e desenvolvimento semelhantes quanto a
duragdo. Portanto, ao realizar um comparativo do desenvolvimento intrapuparial de
ambas espécies de Muscidae, observa-se que M. domestica (FRAENKEL e
BHASKARAN, 1973) emerge do pupario em 110 horas (aproximadamente 4 dias) a

30 °C, enquanto que O. aenescens no presente estudo emergiu mais tarde, em 174 horas
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(aproximadamente 7 dias) a 27°C, demonstrando desta forma o rapido

desenvolvimento do ciclo de vida do inseto conforme aumenta a temperatura.

SILVEIRA-NETO et al. (1976) relataram que a temperatura é um fator
regulador para as atividades dos insetos, com a faixa 6tima ocorrendo em torno de
25 °C, com um desenvolvimento mais rapido e apresentando maior numero de

descendentes.

Na entomologia forense, os marcadores morfolégicos mais utilizados em
estudos analisando a morfologia da pupa sdo os apéndices da cabeca e do térax, como
apresentados nos estudos de RICHARDS et al., 2012; KARABEY e SERT, 2014,
PROENCA et al., 2014 e MA et al., 2015, com a delimitacdo e pigmentacao dos olhos
como um dos fatores determinantes, enquanto que na regido toracica, as pernas
(desenvolvimento e segmentacdo de estruturas como coxa, fémur, tibia, tarsos e garras)
e as asas (desenvolvimento e pigmentacdo das veias) apresentam maior
desenvolvimento com relacdo a definicdo das estruturas e pigmentacdo. O abdémen
apresenta também caracteristicas muito utilizadas como a mudanca de cor, sua
segmentacdo e o desenvolvimento dos espiraculos (KARABEY e SERT, 2014), porém
ndo foram observadas tais mudancas de forma significativa ao longo deste estudo,
enguanto que o formato do corpo, como a tagmatizacdo em cabeca, torax e abdémen,
que geralmente sdo pouco utilizados em estudos da area, demonstraram-se mais

significativos.

Outros marcadores morfologicos que apresentaram grande importancia neste
estudo foram os sifGes respiratorios da pupa e sua mudanca de pigmentacdo e posicdo
anatomica; estruturas como as antenas, com detalhes e sua formagdo como a
delimitacdo do escapo, pedicelo e flagelo, além da posterior pigmentagdo e surgimento
da arista, enquanto que no aparelho bucal estruturas como o labro, labela e palpos
maxilares também apresentaram grande importancia, com o surgimento das cerdas
nestas estruturas e pigmentacdo dos palpos maxilares na coloragcdo amarelada,
caracteristica chave de identificacdo da espécie, além do surgimento das cerdas ao
longo de todo o corpo do inseto, contando com cabeca, tdrax, abdémen e pernas e a

pigmentagao precoce destas.

MARTIN-VEGA et al. (2016) em seu estudo analisaram a nomenclatura

utilizada em estudos de desenvolvimento intrapuparial, definindo cada fase e
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analisando possiveis falhas no uso deste tipo de estudo a partir de diferentes
metodologias, onde estes autores sugerem que metodologias como tomografia micro-
computadorizada 3D ou anélise histologica sdo as melhores para observacdo das fases
de apdlise. Os autores levantam ainda, a questdo sobre a utilizacdo das fases de
desenvolvimento para a estimativa da delimitacdo temporal, pois tem a preocupacéo de
que algum erro ao longo desta possa levar a erros na estimativa do Intervalo P6s-Morte

minimo (IPMnn).

A metodologia aplicada no presente estudo demonstra-se mais simples e mais
barata que outras propostas, sendo esta a mais provavel de ser utilizada em laborato6rios
de pericia criminal. Através da observacdo da pupa em lupa, é possivel observar
estruturas morfolégicas em detalhes como o surgimento das cerdas, delimitacdo das
estruturas como antenas e pecas bucais e a pigmentacdo gradual que ocorre no corpo do
inseto ao longo de seu desenvolvimento, que no caso de Ophyra aenescens, pode
auxiliar na identificacdo da espécie, através dos palpos maxilares amarelados, mesmo
que nos horarios finais de desenvolvimento, sendo esta Ultima caracteristica
(pigmentacdo) ndo observada em metodologias complexas como as citadas no

paragrafo anterior.

Nos estagios iniciais do desenvolvimento da pupa néo é possivel identificar com
certeza a familia, género ou espécie que 0 espécime pertence, justamente por conta das
estruturas morfoldgicas ndo estarem suficientemente formadas para que a identificacdo
através de chaves dicotbmicas seja realizada, portanto, caso o perito tenha a
necessidade de identificacdo da espécie nos primeiros horarios de desenvolvimento do
espécime, recomenda-se outras formas de identificacdo, como observacdo ultra-
estrutural do pupério, das larvas; caso tenham; encontradas juntamente aos puparios ou

anélise de DNA da pupa, para identificacdo da espécie.

Como forma de tornar os dados encontrados da pupa mais apurados,
recomenda-se, além da andlise das fases de pupacdo, que as definicbes do IPMmin
através das pupas sejam baseadas nas caracteristicas morfoldgicas observadas e bem
definidas, ja& que estas ocorrem em intervalos de tempo mais especificos, do que em
comparagdo com as fases da pupagdo que apresentam diversos intervalos de horas nas
quais, muitas vezes, ndo ocorrem mudancas morfologicas, como no caso da fase de

Pupa Fanerocefalica.
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Foi apresentado neste estudo 12 intervalos de tempo, com um total de 25
caracteres morfoldgicos avaliados para auxiliar na estimativa da idade da pupa de
O. aenescens e de suas fases de pupacédo, contando ainda com diferencas sutis como a
mudanca de posicdo de algumas caracteristicas, delimitacdo de estruturas e

pigmentacdo gradual.
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6) CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo foram identificadas oito fases do desenvolvimento intrapuparial,
desde o momento inicial da pupariacdo, até a emergéncia do imago. Foram descritos
neste estudo 25 caracteres morfoldgicos chaves no desenvolvimento intrapuparial de
Ophyra aenescens que auxiliam na estimativa da idade da pupa e identificacdo da
espeécie, apesar de tardia (como no caso da coloracdo dos palpos maxilares), além da
identificacdo também das fases de desenvolvimento desta, podendo esta metodologia
auxiliar peritos, entomologos forenses e/ou técnicos no célculo do Intervalo Pds-Morte

minimo, uma vez que a espécie apresenta interesse forense.

Desta forma, este estudo procura colaborar com o meio académico-cientifico
forense acerca das informacbes do desenvolvimento intrapuparial de Muscidae, que

ainda apresenta pouquissimos estudos, apesar de sua grande importancia.

Recomendando-se mais estudos sobre a tematica com outras espécies de
Muscidae, afim de aumentar a acuracia do método para usos futuros e desta forma
aumentar o grau de confiabilidade das estimativas do intervalo pds-morte através dos

vestigios entomoldgicos.
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