Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundac¢ao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
P6s-Graduacdo em Biologia Parasitaria

PALOMA MARTINS MENDONCA

IDENTIFICACAO DE IMATUROS DE DIPTEROS MUSCOIDES
(DIPTERA: CALLIPHORIDAE) DE IMPORTANCIA SANITARIA E FORENSE
ATRAVES DA MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Dissertacdo apresentada ao Instituto Oswaldo
Cruz como parte dos requisitos para obtencdo do
titulo de Mestre em Biologia Parasitéaria.

Orientacéo: Prof. Dra. Margareth Maria de Carvalho Queiroz

RIO DE JANEIRO
2010



M539

Mendonca, Paloma Martins

Identificacao de imanturos de dipteros muscoides (diptera:
calliphoridae) de importancia sanitaria e forense através da microscopia
eletrénica de varredura / Paloma Martins Mendonca. — Rio de Janeiro,
20009.

Xiv, 65 f. ril. ; 30 cm.

Dissertacao (mestrado) — Instituto Oswaldo Cruz, Pos-graduacao em
Biologia Parasitaria, 2010.

Bibliografia: f. 52-61

1. Imaturos. 2. Entomologia Forense. 3. Diptera. 4. Microscopia. 5.
Eletrénica de varredura. I. Titulo.

CDD 595.70854




Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
P6s-Graduacdo em Biologia Parasitaria

PALOMA MARTINS MENDONCA

IDENTIFICACAO DE IMATUROS DE DIPTEROS MUSCOIDES
(DIPTERA: CALLIPHORIDAE) DE IMPORTANCIA SANITARIA E FORENSE
ATRAVES DA MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Orientacéo: Prof. Dra. Margareth Maria de Carvalho Queiroz

Aprovada em: 23 de marco de 2010

EXAMINADORES:

Prof. Dra.: Teresa Cristina Monte Goncalves - (Presidente)

Prof. Dra.: Suzana Corte Real Faria — (Membro)
Prof. Dr.: José Mario d’Almeida — (Membro)

Rio de Janeiro, 23 de marco de 2010.



AGRADECIMENTOS

Antes de tudo, agradeco a Deus que me iluminou e tornou tudo isso possivel.

Agradeco a Dra. Margareth Queiroz, minha querida orientadora, grande amiga e
incentivadora, pela confianca e por todos os ensinamentos passados a mim durante a
execucdo deste trabalho e muito antes dele, os quais certamente levarei por toda a
minha vida. A Dra. Jacenir Reis Santos Mallet, pela orientacéo, credibilidade e por ter me
apresentado as maravilhas da microscopia eletrénica de varredura.

Agradeco todos os estagiarios e colegas do Laboratério de Transmissores de
Leishmanioses — Setor de Entomologia Médica e Forense pelo auxilio, criticas,
sugestdes e estimulo durante a execucédo do trabalho, principalmente Alexandre, André,
Marcio, Rebecca, Renata e Thalita pela paciéncia, tolerAdncia e compreensdo nos
momentos mais tensos. Agradeco em especial ao Rodrigo pelo auxilio nas coletas dos
insetos, sem a ajuda dele, muita coisa ndo se realizaria e a Zeneida pela ajuda na
manutencéo das colbnias.

Agradeco também a Adalberto José da Silva e a todos da Plataforma de
Microscopia pela ajuda durante as observacées, principalmente ao Romulo Custédio dos
Santos pelo treinamento no uso do microscopio e a Dra. Suzana Corte-Real Faria pela
confianca.

Sou especialmente grata a minha familia e meu noivo que compreenderam as
auséncias, me acompanharam nos finais de semana de experimentos, sempre me
incentivaram e me deram apoio muito importante e essencial durante as fases mais
dificeis desse trabalho. A minha amiga Mari, minha companheira de estudos e que me
deu conselhos valiosos e muita forca.

Agradeco a coordenacdo do Curso de Mestrado em Biologia Parasitaria, bem
como a todo o corpo docente por ter me oferecido um curso do qual me recordarei
sempre. Agradeco também aos meus colegas de turma pela amizade.

E, finalmente, & Fundacdo Oswaldo Cruz pelo apoio financeiro e estrutural para a
realizacdo desse trabalho. E ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPq) e a Fundagdo Carlos Chagas Filho de Amparo a Pesquisa do
Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ) pela bolsa concedida.



o o &~

INDICE

[ g f0 o [0 [or= T PP PP RPPP R PPPPPPPPPPPRPPN 01

REVISA0 dE LILEIATUIA. ..ottt e e e e e e 04

2.1 - Os Insetos e a ENtomologia FOreNSE. ..........cooiiiiiiiiiiinieeie e 04

2.2 - Familia Calliphoridae. .........cccceiiiiiiiiii e e 05
2.3 - Género Chrysomya e as Espécies de Importancia Forense Introduzidas no

BIASIL e e 08

2.4 - Identificac8o de DIipterosS MUSCOIAES. .......cocveeiiiiiiieee e e 10

(O] 11 1)Vl = - | PSPPSR PPRPPPR 13

ODbjetivVOS ESPECITICOS. ....uuiiiiiiiiiie ettt e 14

Y2300 To (o] (o[- VAU TP PUUPPT T TTOPPPPPPRTPN 15

RESURAAOS. ... e 19

6.1 — ChrysSomya albiCEPS. ....oeiiiiiiiiiieiiee e 23

B.1.1 — OVOS. ..ot s 23

6.1.2 — Larvas de Primeiro INStar. ........cccoccveeiiiiiieiiicerece e 23

6.1.3 — Larvas de Segundo INSIAr. .......ccccuuriiriiiiiiieeeeireeieeeee e e e e e 24

6.1.4 — Larvas de Terceiro INSIAr. ........cccceciiiiieiiiiiiieeeee e 24

B.1.5 — PUPAIIOS. ..ovuuiiiiriiiiiiiiiiiiiitiieetiestteeressteesteesteeeeeaeetaeeaaetaaaaaaaaaaaaaeaesesreennes 25

6.2 — CNIYSOMYA PULOTIA. .oooieiieiiie et ie ettt s et e e e e e e s eee e e e e e 31

B.2.1 — OVOS. ..ot s 31

6.2.2 — Larvas de Primeiro INStar. ........cccoccveeiiiiiieiiieeeee et 31

6.2.3 — Larvas de Segundo INSIAr. .......ccccueriiiiiiiiiieieeieeeeeeeee e e ve e 32

6.2.4 — Larvas de Terceiro INSIAr. ........cccoeeiiiiieiiiiiieeeee et 32

B.2.5 — PUPAIIOS. ..ovuuiiiiiiiiiiieiiiitiieeie e tte et te e e te e s te e e aeeaaaaaaaaeaaaeaaaaaaaaaaeeaaeeeeesreenees 33

6.3 — Chrysomya megacephala. ..........cceuviiiiiiiii e 39

6.3.1 — OVOS. e s 39

6.3.2 — Larvas de Primeiro INStar. ........ccoooveeiiiiiieiieeeeee e 39

6.3.3 — Larvas de Segundo INSIAr. .......ccccuiriiiiiiiiiieieeieeeeeeeeeeee e 39

6.3.4 — Larvas de Terceiro INSTAr. ... 40



B.3.5 — PUPANIOS. ..ot 41

S B = o1 = Vo 47
S T O o] Tod U =T =TSR 54
9.  Referéncias BIDlIOGrafiCas. .........cccuiiiiiiiiiiiiiie e 55

Vi



Figura2.2.1 -

Figura2.2.2 -

Figura 2.2.3 -

Figura5.1 -

Figura 5.2 -

Figura 5.3 -

Tabela 6.1 -

Quadro 6.1 -

Quadro 6.2 -

LISTA DE FIGURAS, TABELAS E QUADROS

Esquema do ovo de moscas do género Chrysomya, mostrando

micrépila, &rea mediana € eXOCOION. ..........ccccviiineeeee e

Esquema da larva de mosca do género Chrysomya, mostrando regido
cefalica, espinhos cefalicos, espirdculo anterior, espinhos entre o0s
segmentos € SEgMENTO @NAL. ...coceiieiieiicce e
Esquema do pupario de mosca do género Chrysomya, mostrando
regido cefélica, espiraculo anterior, espinhos entre 0os segmentos,

segmento anal e espiraculo POSLENIOr. .........vvuveeviiiiiiiieiee e

Armadilha utilizada para coleta de dipteros muscoides. .........ccccovvveeeiiiieeennns

Gaiola utilizada na manutencao dos dipteros muscdides em laboratorio. ......

Recipientes plasticos para criacdo de imaturos de dipteros muscéides:

menor contendo dieta e maior contendo a vermiculita. .

Resumo comparativo dos resultados referentes a ovos de
Chrysomya albiceps, Chrysomya putoria e Chrysomya megacephala

através da microscopia eletronica de varredura. ...........ccccceeeeeeii e,

Resumo comparativo dos resultados referentes a larvas de primeiro,
segundo e terceiro instar de Chrysomya albiceps, Chrysomya putoria e

Chrysomya megacephala através da microscopia eletrbnica de varredura. ...

Resumo comparativo dos resultados referentes aos puparios de
Chrysomya albiceps, Chrysomya putoria e Chrysomya megacephala

através da microscopia eletrdnica de varredura. ..........ccccccoeeeiieii i,

vii

16

16

17

19

20

22



Figura 6.1 -

Figura 6.2 -

Figura 6.3 -

Micrografia eletrénica de varredura dos ovos de Chrysomya albiceps. A —
Visao dorsal do ovo, porcdo posterior a esquerda (seta) e area mediana
(am) ao longo do comprimento do ovo; B — Viséo dorsal, &rea mediana (am)
e as células coridnicas (cc); C — Porcao final da area mediana (am) afilada
(seta) proxima a extremidade posterior; D — Porcéo final da area mediana
(am) bifurcada em forma de Y (setas) proxima a extremidade anterior e
micropila (m); E — llhas da &rea mediana sem anastomoses, mas com

orificios (seta); F — Detalhe do orificio da micrépila (seta). ........ccccccovvivveernnee.

Micrografia eletrbnica de varredura das larvas de primeiro instar de
Chrysomya albiceps. A — Visdo geral do corpo da larva, mostrando fileiras
de espinhos entre os segmentos (setas e detalhe), regido cefalica (rc) e
regido anal (ra); B — Visao lateral da regido cefalica, mostrando antena (a),
palpo maxilar (pm) e espinhos (e); C — Visao detalhada da regido cefalica,
evidenciando antena (a) e papilas do palpo maxilar (setas); D — Viséo geral
da regido cefalica, evidenciando antena (a), palpo maxilar (pm), espinhos
(e), dentes supra bucais (d) e o aparelho bucal (ab); E — Viséo geral do
segmento anal, destacando os espiraculos posteriores (setas); F — Detalhe
do espiraculo posterior, mostrando a abertura espiracular (seta) e musculos

de SUSLENTACAD (IMS). .oeeieei e e

Micrografia eletrbnica de varredura das larvas de segundo instar de
Chrysomya albiceps. A — Visdo geral do corpo da larva, mostrando
tubérculos (seta), regiao cefélica (rc) e regido anal (ra); B — Viséo lateral da
regido cefalica, mostrando antena (a), palpo maxilar (pm), espinhos (e) e
cristas orais (co); C — Visdo detalhada dos espinhos entre os segmentos do
corpo da larva; D - Visdo geral dos tubérculos, evidenciando a fileira de
tubérculos duplos (setas); E — Visdo detalhada do tubérculo, mostrando a
coroa de espinhos no apice (circulo); F — Visdo geral da regido anterior,
mostrando o espiraculo anterior (seta); G — Detalhe do espiraculo anterior;
H — Visdo detalhada do segmento anal, destacando os espiraculos
posteriores com as duas aberturas espiraculares (setas), os musculos de
sustentagdo (ms), os tubérculos dorsais internos (tdi) e tubérculos dorsais

MEdianos (TAM). ..o e
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Figura 6.4 -

Figura 6.5 -
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Micrografia eletronica de varredura das larvas de terceiro instar de
Chrysomya albiceps. A — Visdo geral do corpo da larva, mostrando
tubérculos (setas) e regido cefalica (rc); B — Viséo lateral da regido cefalica,
mostrando antena (a), palpo maxilar (pm), espinhos (e) e cristas orais (co);
C — Viséo detalhada da regido cefalica, mostrando palpo maxilar (pm) e
antena (a); D - Visdo geral dos tubérculos, evidenciando a fileira de
tubérculos duplos e a coroa de espinhos (setas); E — Detalhe do espiraculo
anterior (seta); F — Viséo geral do segmento anal, mostrando a localizacéo
das placas espiraculares (seta); G — Visdo geral da placa espiracular,
mostrando os espiraculos posteriores (setas), tubérculos dorsais internos
(tdi) e tubérculo dorsal mediano (tdm); H — Visédo detalhada do espiraculo
posterior com as trés aberturas espiraculares (setas) e os musculos de

SUSTENTAGAD (IMS). 1eeeittieee e e e ettt e e ettt e e e e e re e e e e e e e e eeeeeee e

Micrografia eletrbnica de varredura dos puparios de Chrysomya albiceps.
A — Visao geral do pupario mostrando os tubérculos (setas), regido cefalica
(rc) e regidao anal (ra); B — Visdo lateral da regido cefélica retraida,
mostrando espiraculo anterior (ea); C - Visdo detalhada do espiraculo
anterior (ea); D — Visao geral do pupario, mostrando tubérculos curvados
(setas); E — Detalhe dos tubérculos curvados com espinhos no apice
(circulo); F - Visdo geral do segmento anal localizando as placas
espiraculares (setas); G - Visdo dos espiraculos posteriores com as trés
aberturas espiraculares (setas), tubérculo dorsal interno (tdi), dorsal
mediano (tdm), dorsal externo (tde), tubérculo ventral externo (tve), ventral

mediano (tvm) e ventral interno (Vi) ...

Micrografia eletrbnica de varredura dos ovos de Chrysomya putoria. A —
Viséo dorsal do ovo, por¢cdo anterior a esquerda (seta) e area mediana (am)
ao longo do comprimento do ovo; B — Visdo dorsal, mostrando a é&rea
mediana (am) e as ornamentacdes das células coribnicas (cc); C — Detalhe
da porcdo ventral do ovo, mostrando as ornamentacfes das células
coriénicas (cc); D - Area mediana (am) proxima a extremidade posterior
terminando de forma afilada (seta); E — Micropila (seta) e area mediana

terminando de forma arredondada (am); F — Micrépila (seta). ..............ccece...
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Figura 6.7 -

Figura 6.8 -

Figura 6.9 -

Micrografia eletronica de varredura das larvas de primeiro instar de
Chrysomya putoria. A — Visdo geral do corpo da larva, mostrando fileiras de
espinhos entre 0os segmentos (setas e detalhe), regido cefalica (rc) e regido
anal (ra); B — Visao geral da regido cefélica, mostrando antena (a), palpo
maxilar (pm), espinhos (e), dentes supra bucais (d) e o aparelho bucal (ab);
C — Visdo detalhada da regido cefalica, evidenciando antena (a) e papilas
do palpo maxilar (setas); D — Visdo detalhada dos espinhos do colar
cefalico; E — Visdo geral do segmento anal, destacando os espiraculos
posteriores (setas); F — Detalhe dos espiraculos posteriores, mostrando as

aberturas espiraculares (setas) e musculos de sustentacéo (ms). ................

Micrografia eletronica de varredura das larvas de segundo instar de
Chrysomya putoria. A — Visao geral do corpo da larva, mostrando espinhos
entre 0s segmentos (setas), regido cefalica (rc) e regido anal (ra); B — Visao
lateral da regido cefalica, mostrando antena (a), palpo maxilar (pm),
espinhos (e); cristas orais (co) e espiraculo anterior (ea); C — Visao
detalhada dos espinhos entre os segmentos do corpo da larva; D - Viséo
detalhada do espiraculo anterior (ea); E — Visdo detalhada do segmento
anal, destacando os espiraculos posteriores (setas); F — Visdo detalhada
das duas aberturas espiraculares (setas), dos musculos de sustentacéo

(ms) e dos tubérculos dorsais internos (tdi). .......evvvveeeiiieiiieiiieiiieeeeeeeeee,

Micrografia eletrbnica de varredura das larvas de terceiro instar de
Chrysomya putoria. A — Visado geral do corpo da larva mostrando espinhos
entre 0s segmentos (setas), regido cefalica (rc) e regido anal (ra); B — Visao
detalhada da regido cefalica, evidenciando antena (a), palpo maxilar (pm),
cristas orais (co), espinhos (e), espiraculo anterior (ea), dentes supra bucais
(d) e aparelho bucal (ab); C - Visdo detalhada da regido cefalica,
evidenciando antena (a) e papilas do palpo maxilar (setas); D - Detalhe do
espirdculo anterior (ea); E — Visdo detalhada dos espinhos entre os
segmentos; F — Visdo geral do segmento anal, mostrando a localizagéo das
placas espiraculares (setas), tubérculo dorsal interno (tdi), dorsal mediano
(tdm), dorsal externo (tde), tubérculo ventral externo (tve), ventral mediano
(tvm) e ventral interno (tvi); G — Visao detalhada do espiraculo posterior com

as trés aberturas espiraculares (setas) e os musculos de sustentacdo (ms).
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Figura 6.10 -

Figura 6.11 -

Figura 6.12 -

Micrografia eletrbnica de varredura dos pupéarios de Chrysomya putoria.
A — Visdo geral do pupéario mostrando os espinhos entre os segmentos
(setas), regido cefalica (rc) e regido anal (ra); B — Visado detalhada da regido
cefalica retraida (seta) e do espiraculo anterior (ea); C — Visédo detalhada do
espiraculo anterior (ea); D — Visdo da regido anterior retraida e espiraculo
anterior (ea); E — Visdo da regido posterior com tubérculos e localizacao
das placas espiraculares (seta); F - Visdo geral do segmento anal,
mostrando as placas espiraculares (setas), tubérculo dorsal interno (tdi),
dorsal mediano (tdm), dorsal externo (tde), tubérculo ventral externo (tve),
ventral mediano (tvm) e ventral interno (tvi); G - Visdo dos espiraculos
posteriores com as trés aberturas espiraculares (setas) e os musculos de
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Micrografia eletrénica de varredura dos ovos de Chrysomya megacephala.
A — Visao dorsal do ovo, porcao anterior a esquerda (seta) e area mediana
(am) ao longo do comprimento do ovo; B — Viséo dorsal, mostrando a area
mediana (am) arredondada préxima a extremidade posterior; C — Area
mediana (am) bifurcada sob a forma de Y (setas) proxima a extremidade
anterior; D — llhas da area mediana sem anastomoses; E — Micropila (seta);

F — Detalhe das ornamentacdes e orificio da micropila (seta). .............ccceuvnee

Micrografia eletrdnica de varredura das larvas de primeiro instar de
Chrysomya megacephala. A — Visdo geral do corpo da larva, mostrando
fileiras de espinhos entre os segmentos (setas e detalhe), regido cefalica
(rc) e regido anal (ra); B — Visdo lateral da regido cefalica, mostrando
antena (@), palpo maxilar (pm), espinhos (e), dentes supra bucais (d) e
aparelho bucal (ab); C — Visdo detalhada da regido cefélica, evidenciando
antena (a) e papilas do palpo maxilar (setas); D — Visado detalhada dos
espinhos da regido cefélica (e); E — Visdo geral do segmento anal,
destacando os espiraculos posteriores (setas); F — Detalhe dos espiraculos
posteriores, mostrando as aberturas espiraculares (seta) e muasculos de
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Figura 6.13 -

Figura 6.14 -

Figura 6.15 -

Micrografia eletronica de varredura das larvas de segundo instar de
Chrysomya megacephala. A — Visdo geral do corpo da larva, mostrando
espinhos entre 0os segmentos (setas), regido cefélica (rc) e regido anal (ra);
B — Viséo frontal detalhada da regido cefalica, mostrando antena (a), palpo
maxilar (pm), dentes supra bucais (d), aparelho bucal (ab), espinhos (e) e
cristas orais (co); C — Visado detalhada dos espinhos do colar cefalico; D -
Visdo detalhada do espirdculo anterior (ea); E — Visdo detalhada do
segmento anal, destacando os espiraculos posteriores (setas); F — Visao
detalhada das duas aberturas espiraculares (setas) e musculos de
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Micrografia eletronica de varredura das larvas de terceiro instar de
Chrysomya megacephala. A — Viséo lateral da regido cefélica, mostrando
antena (a), palpo maxilar (pm), espinhos (e), cristas orais (co) e espiraculo
anterior (ea); B — Visdo detalhada da regido cefélica, evidenciando antena
(@) e papilas do palpo maxilar (setas); C — Visdo detalhada da regido
cefalica, mostrando espiraculo anterior (ea), espinhos (e), aparelho bucal
(ab) e cristas orais (co); D - Detalhe do espiraculo anterior (ea); E — Visao
geral do segmento anal, mostrando a localizacdo das placas espiraculares
(setas), tubérculo dorsal interno (tdi), dorsal mediano (tdm), dorsal externo
(tde), tubérculo ventral externo (tve), ventral mediano (tvm) e ventral interno
(tvi); F — Visdo detalhada dos espiraculos posteriores, mostrando as

aberturas espiraculares (SEtas). .....ccooovveeii i

Micrografia eletrbnica de varredura dos puparios de Chrysomya
megacephala. A — Visao geral do pupéario mostrando os espinhos entre os
segmentos (setas), regido cefdlica (rc) e regido anal (ra); B — Visdo
detalhada do espiraculo anterior (ea); C — Visdo detalhada das fileiras de
espinhos entre os segmentos (e); D — Visdo geral do segmento anal,
mostrando as placas espiraculares (seta), tubérculo dorsal interno (tdi),
dorsal mediano (tdm) e dorsal externo (tde); E - Visdo do espiraculo
posterior, mostrando as aberturas espiraculares (setas) e os musculos de
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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Paloma Martins Mendonca

Os dipteros muscoides sao insetos com notavel importancia econémica e na entomologia
médica e veterinaria devido as diversas formas como eles podem estar relacionados ao
homem, seja vetorando patégenos, causando miiases ou participando da degradacao da
matéria organica. A entomologia forense é uma ciéncia que estuda o papel dos insetos na
decomposicdo de cadaveres e uma das principais aplicacdes destes nesta area é a
estimativa do intervalo p6s-morte, baseada no periodo minimo de atividade dos insetos no
corpo. No caso dos dipteros muscoéides, que sdo os primeiros a chegar e podem ovipor logo
apos encontrar o cadaver, o conhecimento morfolégico das fases imaturas desses insetos
serd mais uma ferramenta que auxiliara peritos e pesquisadores, pois em alguns casos,
ovos e larvas sé@o as Unicas evidéncias presentes. A microscopia eletrénica de varredura é
um instrumento que permite uma visualizacdo mais detalhada dos caracteres morfologicos.
Algumas espécies de muscoides destacam-se devido a sua preferéncia alimentar, pois
buscam a matéria organica em decomposicdo para se alimentar, dentre elas podemos
destacar os califorideos Chrysomy albiceps, Chrysomya putoria e Chrysomya megacephala.
Este trabalho teve como objetivo a identificacdo de ovos, larvas de primeiro, segundo e
terceiro instar e puparios destas espécies de dipteros de grande importancia forense e
disseminadores de patdégenos, através da utilizacdo de microscopia eletrdnica de varredura.
Foram analisados 30 exemplares de cada estagio correspondente a cada espécie,
provenientes de colbnias de laboratério, estabelecidas a partir de adultos capturados no
campus da Fundacdo Oswaldo Cruz, RJ. Ovos e larvas foram transferidos para placas de
Petri contendo hidroxido de sodio e lavados com H,O destilada. Depois foram fixados com
solucdo de glutaraldeido em tampédo cacodilato de sodio e poés-fixados em tetréxido de
O6smio, desidratados em séries crescentes de acetona e submetidos ao método de secagem
pelo ponto critico usando CO, em aparelho de Balzers, montados em suportes metalicos e
cobertos por ouro, para permitir a visualizacdo ao microscopio eletrébnico de varredura.
Pupas com 48 a 72 horas de formacédo foram lavadas, congeladas e depois montadas em
suportes metalicos e cobertas por ouro para observacdo. Neste trabalho foi observado que a
linha mediana termina arredondada na porgéo anterior dos ovos de C. putoria, enquanto nas
outras duas espécies esta termina bifurcada. As ornamentagdes da micropila sdo do tipo
projecdes nos ovos de C. megacephala e C. albiceps e do tipo depressfes em C. putoria. O
corpo da larva em todos os instares é muito semelhante entre as trés espécies analisadas.
No entanto, somente C. albiceps apresentou o tegumento recoberto por tubérculos
organizados em fileiras ao longo do corpo da larva. No apice dos tubérculos sao
encontrados espinhos que sao caracteristicos dessa espécie. Os puparios sao formados a
partir do endurecimento da cuticula da larva de terceiro instar, sendo assim, apresentaram
estruturas muito semelhantes ao instar anterior. Este estudo permitiu destacar diversas
caracteristicas que podem ser utilizadas para identificar as espécies de importancia sanitaria
e forense, além de fornecer subsidios para a elaboracdo de uma chave dicotbmica
especifica para estes imaturos.
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Muscoids diptera are insects with considerable economic importance and also in medical
and veterinary entomology because of the way that they are related to man, as vectors of
pathogens, causing myiasis or participating in organic matter degradation. Forensic
entomology is a discipline that studies the role of insects in corpse’s decomposition and one
of the most commom applications is to estimate postmortem interval by determining a
minimum period of insect activity on a decomposing body. Flies are the first visitors to a dead
body and are able to oviposit on carrion within a few hours after death. And the morphologic
knowledge from imatures can be used as a tool in crime scene investigations because,
sometimes, only eggs and larvae can be found in corpses. Scanning electron microscopy
gives detailed information about morphologic characters. Some species of diptera are
important because their larvae grow up at organic matter, such the blowflies
Chrysomya albiceps, Chrysomya putoria and Chrysomya megacephala. The aim of this
study was identify eggs, larvae of first, second and third instar and puparium of these species
of flies of forensic importance and pathogens vectors, by using scanning electron
microscopy. All the imatures examined in this study were obtained from culture set up from
wild flies trapped at Fundacdo Oswaldo Cruz campus, Rio de Janeiro, RJ. Thirty samples
from each species were observed. Eggs and larvae were transferred to a Petri dish with
sodium hydroxid and then washed with destilated water. After it, imatures were fixed in
glutaraldehyde in sodium cacodylate and postfixed in osmium tetroxide. They were
dehydrated in a series of acetone for critical point drying, using CO, in Balzers apparatus.
Specimens were adhered in metalic support and gold-coated for SEM examination. Pupae
within 48 to 72 hours-age were washed, frozen and adhered in metalic support and gold-
coated for SEM examination. Median area ends rounded anteriorly in C. putoria, whereas
ended bifurcate in others species. Micropyle showed projections at C. megecephala and
C. albiceps, but at C. putoria, micropyle was adorned by depressions. Larvae bodies were
very similar among all the species analyzed. However, only C. albiceps body tegument was
composed by tubercles organized in lines along larval body. At the apex of these tubercles
some spines are only seen at this blowfly specie. The pupae are formed from the hardening
of the cuticle of third instar larvae, thus, had structures very similar to the previous instar.
This study helped to highlight many features that could be used to identify the species of
sanitary and forensic importance, and provides subsidies for the development of a key to
these specific immature.
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1. Introducgéo

Os dipteros muscéides fazem parte do grupo de insetos de importancia
econbmica e na entomologia médica e veterinaria, devido as diversas maneiras que
eles podem afetar o homem e os animais domésticos (Greenberg 1971 e 1973). De
acordo com Freitas et al. (1982), os muscoéides podem atuar como agentes irritantes
e espoliadores, produtores de miiases, hospedeiros intermediarios de diversos
parasitas e vetores de agentes patogénicos.

Na natureza, as moscas, principalmente as larvas de algumas espécies,
participam ativamente da degradacdo da matéria organica, desenvolvendo-se em
diversos tipos de substratos, que vao desde tecidos vivos de animais e vegetais,
carcacas de vertebrados e invertebrados a lixo urbano e fezes, atuando desta forma,
como verdadeiras “lixeiras naturais” (d’Almeida 1986).

Muitos desses insetos procuram estes meios, ndo sO para a postura, Como
também, para a alimentacdo e sitio de cOpula, o que permite que estas moscas
assumam um papel de destaque em saude publica, como potenciais vetores
mecanicos de uma seérie de patdgenos, tais como: enterovirus (virus da poliomielite),
enterobactérias (Salmonella (Salmon, 1886), Shigella (Shiga, 1898), Escherichia
(Escherich, 1885)), cistos e oocistos de protozoarios (Entamoeba histolytica
(Schaudinn, 1903), Giardia lamblia (Kunstler, 1882), Toxoplasma gondii (Nicolle e
Manceaux, 1909)), ovos de helmintos (Ascaris lumbricoides (Linnaeus, 1758),
Trichuris trichiura (Linnaeus, 1771), Taenia sp.) e fungos (Greenberg 1971 e 1973;
Furlanetto et al. 1984; Queiroz et al. 1999; Oliveira et al. 2002; Maldonado e Centeno
2003).

Além de atuarem como vetores mecanicos, 0s dipteros muscoides de
diversas familias procuram o tecido animal para postura de seus ovos ou larvas,
produzindo em alguns casos a destruicdo do tecido. De acordo com Zumpt (1965)
Guimarédes et al. (1983), Neves (1983) e Guimardes e Papavero (1999), algumas
espécies de moscas causam miiases primarias, onde suas larvas desenvolvem-se

em tecido vivo, chamadas de biontéfagas; outras espécies causam miiases



secundérias, pois suas larvas necrobiontéfagas desenvolvem-se em tecido
necrosado (morto), mas no hospedeiro vivo, e ainda, existem espécies cujas larvas
sdo necrofagas e desenvolvem-se em tecido morto (matéria organica em
decomposicéo).

Algumas espécies de moscas apresentam grande importancia para a
Entomologia Forense, pois possuem especial atracdo por tecido morto. Esta ciéncia
se caracteriza por estudar a fauna de insetos e outros artrépodes associados a
eventos criminais, com o objetivo de investigar e descobrir informacdes Uteis para a
datacédo do intervalo pés-morte - IPM (Nuorteva 1977; Keh 1985; Smith 1986; Catts e
Goff 1992).

Segundo diversos autores, 0s muscoOides sd0 0S primeiros insetos a
chegarem aos cadaveres e desta forma podem ovipor logo apés encontra-lo (Smith
1986; Carvalho et al. 2000). Além disso, as larvas destes insetos desempenham
uma importante funcdo ecologica, sendo responsaveis por cerca de 90% da
degradacédo da massa corpoérea (Salviano et al. 1996) e podem ser encontradas na
maioria dos cadaveres investigados (Souza 1994; Salviano et al. 1994; Oliveira-
Costa 2003). Acredita-se que a decomposicdo do cadaver € mais rapida quando
ocorre na presenca de insetos (Payne 1965; Jiron e Cartin 1981).

A aplicacdo mais comum dos insetos na entomologia forense é a estimativa
do intervalo pos-morte, que € o intervalo de tempo entre a morte e quando o corpo é
encontrado. Isso pode ser determinado através do periodo minimo de atividade do
inseto no corpo em decomposi¢cdo. Do mesmo modo, pode sugerir movimentacdes
do cadaver apos a morte, avaliacdo de ferimentos feitos no corpo, relacionar causas
e circunstancias em que ocorreu a morte, comparar um suspeito a cena do crime e,
mais recentemente, na investigacdo de substancias toxicas (Catts e Goff 1992;
Anderson 1997; Benecke 1998; Carvalho e Linhares 2001).

Algumas vezes, quando os tecidos ou liquidos corpéreos ndo estdo mais
disponiveis, imaturos de dipteros muscoides podem ser utilizados como fonte de
material para a determinacdo de presenca de substancias toxicas, drogas e até
mesmo farmacos. Isto se deve ao fato de que tais organismos ndo metabolizam
essas substancias e estas permanecem nos tecidos, podendo ser identificadas
muitos dias e até mesmo anos apos a morte (Goff et al. 1989; Goff e Lord 1994;
Introna et al. 2001; Campobasso et al. 2004; Oliveira et al. 2009).

De acordo com Bourel et al. (2003), embora os insetos ainda nado sejam

amplamente utilizados na determinagdo do intervalo pos-morte, estes devem ser



usados para complementar as técnicas tradicionais, que se tornam imprecisas a
medida que este intervalo aumenta. Os métodos histolégicos, quimicos,
bacteriologicos e fendmenos cadavéricos também sédo utilizados por legistas para a
determinacdo do intervalo pos-morte. No entanto, 72-96 horas ap0s a morte, 0s
insetos servem como o instrumento de maior precisdo para a estimativa do intervalo
pos-morte (Kashyap e Pillai 1989).

Para que estas avaliacbes sejam feitas de forma correta € necesséario o
conhecimento da morfologia externa dos estagios imaturos depositados por estas
moscas, pois, em algumas situacdes estes sdo as Unicas evidéncias que restam nas
carcagas (Smith 1986; Anderson 1999; Byrd e Castner 2000). Assim, 0S ovos, as
larvas e as pupas de moscas que sdo encontrados nos cadaveres tornam-se mais
um instrumento para auxiliar peritos e investigadores criminais durante as
investigagdes juridicas (Smith 1986).

No entanto, a diferenciacdo morfoldgica dos imaturos é muito dificil, uma vez
gue as espécies possuem caracteristicas semelhantes, sendo praticamente
indistinguiveis a olho nu e em alguns casos até mesmo através da microscopia
optica. Além disso, as chaves dicotdmicas para identificacdo de imaturos de dipteros
muscoides de diversas espécies de importancia sanitaria e forense sao inexistentes
na literatura.

Atualmente, os pesquisadores reconhecem que faltam observacdes
sistematicas que permitam o uso de insetos como indicadores do intervalo pos-
morte, principalmente na Regido Neotropical, onde a identificacdo de insetos

associados a carcacas € escassa e tem recebido pouca atencéo no Brasil.



2. Revisao de Literatura

2.1 - Os Insetos e a Entomologia Forense

Os insetos correspondem ao grupo de ser vivo mais diversificado e numeroso
do planeta. Sao cerca de um milh&o de espécies ja descritas e acredita-se que para
cada espécie descrita, outras cinco ainda sejam desconhecidas (Castner 2000).

Entomologia Forense € o estudo dos insetos e outros artrépodes associados
a eventos criminais, com o objetivo de fornecer informacdes Uteis a investigacéo
(Keh 1985). Pode ser subdividida em trés areas: Urbana (abrange os insetos que
afetam o homem e seu ambiente); Pragas de produtos armazenados (relacionada
com insetos ou parte deles que sédo encontrados contaminando alimentos, por iSso
possuem grande importancia econdmica); Meédico-Legal (relacionada com os
componentes criminais do sistema legal, enfocando os insetos necrofagos) (Lord e
Stevenson 1986).

Dentre os animais que participam na decomposicao de cadaveres, 0s insetos
também se destacam, pois algumas espécies sao capazes de colonizar rapidamente
diversos habitats devido a sua atracdo pelo odor exalado durante o processo de
decomposicédo e ao fato de serem ageis e bons voadores.

Recentemente, muitos estudos relacionados a entomofauna buscam definir
grupos de insetos como indicadores forenses. Muitas espécies de Diptera
pertencentes as familias Calliphoridae, Sarcophagidae, Fanniidae, Muscidae,
Drosophilidae, Phoridae e Phiophilidae tém sido associadas a corpos em
decomposicdo por diversos pesquisadores de diferentes institutos de investigacao
criminal e de pesquisa (Smith 1986; Oliva 1997).

A definicdo de espécies indicadoras forenses é muito importante, uma vez
gue a maioria dos sinais da decomposicdo ocorre entre as primeiras 72-96 horas
ap6s a morte e durante esse periodo, o cadaver sofre alteracdes provocadas por
variaveis intrinsecas ao préprio corpo e relacionadas ao meio ambiente (Henssge et

al. 2000). Passado esse periodo e depois que a temperatura do corpo se iguala a



temperatura ambiente, assim como outros parametros avaliados, como rigidez
cadavérica, mancha abdominal e livores se perdem, somente 0s insetos s&o
capazes de determinar com precisdo quando a morte ocorreu (Kashyap e Pillai
1989). Quando um corpo € encontrado dias ou semanas apds a morte, em estagio
avancado de decomposicdo, os métodos quimicos, fisicos e histolégicos ndo séo
mais apropriados para determinar o intervalo p6s-morte (Amendt et al. 2004).

2.2 — Familia Calliphoridae

A familia Calliphoridae é representada por 130 géneros correspondendo a
1000 espécies no mundo (Greenberg e Kunich 2002). Somente no Novo Mundo,
esta familia esta representada por 20 espécies endémicas e 4 introduzidas,
distribuidas em 7 géneros: Chloroprocta, Cochliomyia, Compsomyops, Chrysomya,
Hemilucilia, Lucilia e Paralucilia. De acordo com Baumgartner e Greenberg (1984),
as quatro espécies de moscas do género Chrysomya que foram introduzidas nas
Américas sdo Chrysomya albiceps (Wiedemann, 1819), Chrysomya putoria
(Wiedemann,  1818), Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) e
Chrysomya rufifacies (Macquart, 1843), sendo que esta Ultima ndo é encontrada no
Brasil. Estas trés primeiras espécies originalmente ocorriam na Africa e a Gltima na
Asia Oriental e Australia (Baumgartner 1993), representando as moscas-varejeiras
mais abundantes e principais vetores de patogenos (Greenberg 1973). Segundo
Prado e Guimardes (1982), a data provavel da introducdo foi calculada em 1975,
coincidindo com a chegada de refugiados africanos, oriundos de Angola e
Mocambique, cujos barcos aportaram no litoral sul do Brasil e atualmente, estas
moscas encontram-se amplamente distribuidas por todo o Brasil.

As moscas varejeiras desempenham um papel muito importante, pois buscam
preferencialmente a matéria organica animal em decomposicéo para se alimentar e
fazer postura, apresentando grande importancia para a entomologia forense (Norris
1965; Moura et al. 1997; Carvalho et al. 2000). Apesar disso, Ferreira et al. (1995)
coletaram representantes dessas espécies sendo atraidas por material vegetal em
decomposicdo em um pomar em Goiania, Brasil. No entanto, esses autores
ressaltam que a regido onde o pomar esta localizado encontra-se sob grande
influéncia antropica, com presenca de casas, lanchonetes, acougue e outros locais

gue poderiam estar servindo para manutencao do ciclo de vida dessas espécies.



O ciclo de vida e habitat é bastante diversificado, até mesmo dentro do
proprio género (Norris 1965). As moscas desse género colocam suas posturas em
matéria organica animal em decomposicéo, pois sdo capazes de detectar o odor da
putrefacdo a quildmetros de distancia. Algumas substancias quimicas derivadas da
amonia e sulfito séo liberadas durante o processo de decomposi¢cao e auxiliam na
formacgao da nuvem atrativa para as moscas (Hall 1995).

O vbo das moscas é orientado pelo odor e ao chegar ao local da carcaga, as
fémeas procuram por orificios naturais ou artificiais, causados por facadas ou tiros e
ovipbe cerca de 300 ovos por postura. A grande massa de ovos presente nos
cadaveres € o resultado da tendéncia das fémeas de ovipor umas préximas as
outras, sejam da mesma espécie ou de espécies distintas (Cragg 1955; Browne
1958).

Os ovos dos califorideos séo indistinguiveis a olho nu ou através da
microscopia Optica. De acordo com Greenberg and Kunich (2002), caracteristicas
como formato da borda, das ilhas e como a area mediana termina proxima a
micropila sdo diagnésticas para distinguir ovos das espécies de califorideos, mas
essas caracteristicas s6 podem ser visualizadas em detalhes através da microscopia
eletrénica de varredura. Erzinclioglu (1989) propde um esquema dos ovos de
dipteros califorideos através da microscopia optica, a partir do qual pode-se localizar
as principais caracteristicas destacadas por estes autores (figura 2.2.1).
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Figura 2.2.1: Esquema do ovo de moscas do género Chrysomya, mostrando
micropila, &rea mediana e exocaorion.

Imagem: Erzinclioglu (1989)



Algumas horas depois da postura, as larvas eclodem dos ovos e comegcam a
se alimentar imediatamente da matéria organica disponivel no local da postura.
Segundo Ferrar (1987), a dieta das larvas de califorideos pode variar de habitos
saprofagos em lixo, carcacgas, parasitas facultativos ou obrigatérios de aves e
mamiferos.

As larvas possuem corpo vermiforme, com regido anterior afilada e posterior
truncada. Esse formato é o mais eficiente para que as larvas possam penetrar nos
tecidos para se alimentar e, posteriormente se enterrar para pupar (Greenberg e
Kunich 2002). Queiroz et al. (1997) descreveram as larvas de C. albiceps e
destacam as principais caracteristicas utilizadas para diferenciar os instares larvais,
como regido cefélica, espinhos do colar cefélico, espiraculo anterior, segmento anal

e espiraculo posterior (figura 2.2.2).
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Figura 2.2.2: Esquema da larva de mosca do género Chrysomya, mostrando
regido cefalica, espinhos cefalicos, espiraculo anterior, espinhos entre os
segmentos e segmento anal.

Imagem: Queiroz et al. (1997)

A duracdo dos trés instares larvais também €& variavel devido a diversos
fatores, como disponibilidade de alimento, competicdo entre as espécies na carcaca,
temperatura, pluviosidade, umidade, dentre outros. Durante esse periodo de vida, as
larvas se alimentam vorazmente, pois precisam adquirir 0 maximo de nutrientes
necessarios a metamorfose ocorrida na fase seguinte. Além disso, a competicdo na
carcaca € muito intensa, seja com outras espécies de moscas ou outros insetos,
assim como animais carnivoros.

Exceto por algumas caracteristicas bastante peculiares, as larvas de

califorideos sdo muito parecidas entre si, gerando a necessidade da criagdo desses



imaturos até a fase adulta para que a identificacdo precisa seja realizada através
das chaves dicotémicas disponiveis para adultos.

ApOs atingir seu estdgio maximo de crescimento, as larvas abandonam o
alimento e dispersam para se enterrar no solo, que € considerado um local seguro
para pupacdo. O pupéario tem o formato de barril e é bastante parecido com a larva
de terceiro instar, pois é formado a partir do endurecimento e quitinizagdo da cuticula
do instar anterior (figura 2.2.3). Durante o processo de pupacdo, h4d o aumento da
producdo do hormdnio ecdisona que € responsavel por induzir os discos imaginais a

formar estruturas essenciais ao inseto adulto.
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Figura 2.2.3: Esquema do pupario de mosca do género Chrysomya,
mostrando regido cefalica, espiraculo anterior, espinhos entre os segmentos,
segmento anal e espiraculo posterior.

Imagem: Serra-Freire e Mello (2006)

Passados alguns dias como pupa, ocorre a emergéncia do adulto. O
conhecimento da duracdo de cada estagio de vida € essencial para que essas
moscas sejam utilizadas como fonte de informacfes para a pericia criminal, uma vez
gue esses dados, aliados a outras informacfes podem auxiliar na elucidacdo de um

crime.

2.3 — Género Chrysomya e as Espécies de Importancia Forense

Introduzidas no Brasil

A elevada taxa de dispersdo do género Chrysomya (2-3 km/dia) e o seu
rapido crescimento populacional, que possivelmente se da devido a sua alta
capacidade adaptativa, tém suprimido populacdes de espécies nativas do continente
americano (Guimaraes et al. 1979). Baumgartner e Greenberg (1984) evidenciaram

gue, no Peru, a populacdo de Cochliomyia macellaria (Fabricius, 1775) sofreu uma



reducdo, em 18 meses, de 89% para 0,2% apds a invasdo de C. albiceps e
C. putoria.

C. albiceps pode ser considerada como a espécie de mosca mais importante
para a entomologia forense, uma vez que sempre se destaca entre os dipteros
coletados, seja usando como isca carcacgas de animais, ou em coletas em cadaveres
no Instituto Médico Legal, em Campinas, SP e Rio de Janeiro, RJ (Salviano et al.
1994; Salviano et al. 1996; Carvalho et al. 2000; Greenberg e Kunich 2002). Alguns
autores indicam esta espécie como pioneira a chegar a carcaca. Na Africa do Sul,
Braack e Retief (1986) relataram que, no verdo, C. albiceps foi observada chegando
ao cadaver poucos minutos apés a morte, no entanto, sé ovipondo no dia seguinte.
No inverno, estes mesmos autores relataram o atraso de uma semana na chegada e
postura dessa espécie. No Brasil, Carvalho et al. (2004) observaram esta espécie
visitando a carcaca no segundo dia, no inicio da fase de inchamento e esta, junto
com as outras espécies do mesmo género, foram as Unicas a se desenvolverem na
carcaca de porco.

A carcaca oferece recursos limitados gerando intensa competicdo. Desta
forma, algumas espécies, como C. albiceps apresentam comportamento canibal ou
predador, sendo capazes até mesmo de alterar a composicdo das espécies
presentes nos cadaveres (Ullyett 1950; Faria et al. 2004). Faria et al. (1999),
Andrade et al. (2002) e Reigada e Godoy (2005) observaram larvas de terceiro instar
dessa espécie atacando larvas do mesmo estagio de C. macellaria, C. putoria e
C. megacephala, indicando o impacto negativo da espécie predadora em relacdo as
presas. Em estudos de laboratério, Gido e Godoy (2007) observaram que, na
presenca de larvas de terceiro instar dessa espécie, as fémeas de C. megacephala
nao realizam posturas.

No ambito da salude publica, este diptero muscoide se destaca por ser
importante veiculador de patdégenos e apresentar larvas que sdo causadoras de
miiases secundarias (Queiroz et al. 1997; Guimaraes e Papavero 1999).

C. putoria apresenta alta densidade populacional e alto nivel de sinantropia,
com grande potencial de produzir miiases secundarias (James 1970; Linhares 1981).
Esta espécie foi utilizada na determinacdo da presenca de drogas em cadaveres,
uma vez que é facilmente encontrada colonizando os mesmos (Carvalho e Linhares
2001). Além disso, Carvalho et al. (2000) consideraram como uma das espécies de
califorideos que atua como indicador de intervalo p6s-morte e indicador forense para

a regido de Campinas, SP. Esta mosca, juntamente com C. albiceps foi a espécie



mais coletada em necrotério em Uganda, tendo colonizado 22 dos 33 corpos
presentes no local (Lothe 1964).

Esta € uma espécie cosmopolita e apresenta preferéncia alimentar muito
ampla, variando de fezes de animal e humanos, frutas e carcagas. Sao consideradas
também espécies endofilas, pois frequentemente entram nas casas em busca de
alimentos e locais para posturas (Baumgartner e Greenberg 1984).

C. megacephala é considerada a espécie de muscoéide mais frequente nos
centros urbanos (Guimardes et al. 1979; Prado e Guimardes 1982), pois se
desenvolve com facilidade em fezes de humanos (Laurence 1981), carne em
decomposicdo, géneros alimenticios (Baumgartner e Greenberg 1984) e sdao
bastante atraidas por figado bovino e peixe (d’Almeida 1993). De acordo com
Valgode et al. (1997), a elevada prevaléncia dessas moscas com relacao as outras
espécies aumenta 0s riscos para a saude publica, pois produzem miiases
facultativas no homem e nos animais (Zumpt 1965; Guimardes e Papavero 1999;
Sukontason et al. 2005a).

Esta espécie € importante para a entomologia forense, pois foi observada por
diversos autores visitando e ovipondo em carcacas de diferentes animais. No Havai,
em uma area de floresta tropical, foi a primeira espécie a chegar e ovipor em
carcacas de gatos e porcos do mato, conforme relatado por Tullis e Goff (1987). No
Brasil, foi encontrada colonizando cadaveres, poucos dias apés a morte, além de
carcacas de porcos (Carvalho et al. 2004, Oliveira-Costa e Mello-Patiu 2004).

Essas espécies do género Chrysomya séo atraidas por matéria organica em
decomposicdo e colocam suas posturas nos cadaveres. No entanto, as fases
imaturas sao praticamente indistinguiveis, gerando assim erros na datacdo do

intervalo pés-morte.

2.4 — |dentificacdo de Dipteros Muscéides

Tradicionalmente, a identificacdo de dipteros muscoides ocorre baseada em
caracteres morfolégicos dos adultos, no entanto, a maioria dos espécimes
encontrados junto aos cadaveres corresponde aos imaturos. Os estudos visando a
identificacdo das espécies enquanto ainda estdo nas suas fases imaturas sao
poucos e basicamente restritos a insetos de outras regiées do mundo (Greenberg e
Szyska 1984; Queiroz e Carvalho 1987; Erzinclioglu 1989; Liu e Greenberg 1989;
Queiroz et al. 1997; Oliveira et al. 2007).
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Sendo assim, rotineiramente, criam-se estes imaturos até que alcancem a
fase adulta para a identificacdo baseada em chaves dicotdmicas classicas
especificas para esse estagio de vida (Mello 2003; Carvalho e Mello-Patiu 2008). No
entanto, caso os fatores abidticos, como luminosidade, temperatura e umidade nao
sejam mantidos similares aqueles da regido de onde as larvas foram retiradas,
podem ocorrer imprecisées com relacdo a determinacdo do intervalo pés-morte,
além da morte dos ovos e larvas. Em alguns casos, 0s espécimes sao coletados no
local do crime por pessoas ndo treinadas que matam e fixam o material, impedindo a
finalizacdo do seu desenvolvimento e, consequentemente, a identificacdo das
espécies envolvidas no caso.

Nos casos em que a entomologia forense € aplicada, se faz necesséario a
identificacdo rapida e precisa das espécies envolvidas e a técnica de microscopia
eletrénica de varredura (MEV) podera facilitar a identificacdo e permitir a
determinacéo do intervalo pés-morte.

Atualmente, esta técnica vem sendo utilizada por diversos autores na
identificacdo de ovos, larvas e pupas de dipteros muscoides (Kitching 1976;
Greenberg e Szyska 1984; Liu e Greenberg 1989; Peterson e Newman 1991;
Greenberg e Singh 1995; Sukontason et al. 2004b, 2005b e 2006; Thyssen e
Linhares 2007; Mendonca et al. 2008).

A microscopia eletrénica de varredura tem se destacado por permitir uma
melhor visualizacdo da morfologia externa dos imaturos, que possuem grande valor
diagndstico na entomologia forense, facilitando assim uma identificacdo mais precisa
das inumeras espécies de moscas. No entanto, esses trabalhos séo realizados
principalmente com espécies australianas (Kitching 1976), britanicas (Erzinclioglu
1989), peruanas (Greenberg e Szyska 1984), norte-americanas (Liu e Greenberg
1989; Greenberg e Singh 1995) e tailandesas (Sukontason et al. 2004a e 2004b,
2005b e 2006). Greenberg e Kunich (2002) reuniram chaves dicotdmicas de diversas
espécies de imaturos e adultos de moscas do mundo, conjugado com informacdes
relativas a biologia das principais espécies. No entanto, nenhuma chave é fornecida
com espécies coletas no Brasil, apesar de diversos estudos com espécies da familia
Sarcophagidae (Lopes e Rios Leite 1987, 1989; Rios Leite e Lopes 1987, 1989) E
importante a realizacdo de estudos em diversas regides do mundo, uma vez que de
acordo com Greenberg e Singh (1995) pode haver diferencas morfologicas entre
diversas populacdes dos dipteros analisados, principalmente em amostras distantes

geograficamente e temporalmente.
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De acordo com Carvalho et al. (2004), os adultos das familias Calliphoridae
sdo os colonizadores iniciais das carcacas, chegando ao local logo depois da sua
exposicdo. Desta forma, se for feita corretamente a identificacdo dos imaturos,
combinada aos relatos presentes na literatura sobre o tempo de desenvolvimento
embrionario de cada espécie e as condicdes ambientais do local, sera possivel o

calculo aproximado do inicio da colonizacéo (Oliveira-Costa e Mello-Patiu 2004).
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3. Objetivo Geral
Fornecer subsidios para a identificacdo dos estagios imaturos de dipteros

muscoéides da familia Calliphoridae de importancia sanitaria e forense através da

microscopia eletronica de varredura.
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4. Objetivos Especificos

Caracterizar a micropila, formato da linha e das ilhas da area mediana e células do
exocérion dos ovos de califorideos das espécies Chrysomya albiceps,
Chrysomya putoria e Chrysomya megacephala através da microscopia eletrdnica de

varredura.

Caracterizar o tegumento, padrdo de espinhos, regido cefalica (antena, palpos
maxilares e cristas orais), espinhos do colar cefalico, espiraculos anteriores e
posteriores, peritremas e placas espiraculares das larvas e puparios de califorideos
das espécies Chrysomya albiceps, Chrysomya putoria e Chrysomya megacephala

através da microscopia eletrbnica de varredura.
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5. Metodologia

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Transmissores de
Leishmanioses, Setor de Entomologia Médica e Forense do Instituto Oswaldo Cruz,
FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ. As imagens foram obtidas no microscopio eletrdnico
de varredura Jeol JSM 6390LV da Plataforma de Microscopia do Instituto Oswaldo
Cruz.

Neste estudo foram utilizados ovos, larvas de primeiro, segundo e terceiro
instar e puparios dos dipteros muscoides das espécies Chrysomya albiceps,
Chrysomya putoria e Chrysomya megacephala.

Os muscoides foram provenientes das colbnias mantidas em laboratorio, a
partir de adultos capturados no campus da Fundacdo Oswaldo Cruz, no bairro de
Manguinhos, Rio de Janeiro, através de armadilhas descritas em Barbosa et al.
(2009).

Os insetos foram capturados utilizando-se como isca para atrair as moscas,
carcacas de porcos domésticos (Sus scrofa), com aproximadamente 15 kg. O porco
recém-morto foi adquirido de comerciantes que vendem diretamente para o consumo
humano e colocado dentro da armadilha, ja utilizada em experimentos de
Entomologia Forense no campus da Fiocruz. A armadilha consistia em uma estrutura
metalica, confeccionada com vergalhdo, sob a forma piramidal, com 1,50m de altura
e 1,00m de base, coberta por um tecido de algodao preto, com a parte inferior
confeccionada com tecido de nailon branco, para permitir a entrada de luz. Na parte
superior da piramide, foi encaixado um tubo de PVC com uma janela central coberta
por nailon que serviu como coletor dos insetos. Sob a armadilha, diretamente no
chdo era colocada a carcaca do porco e sobre esta, uma grade metalica cubica
(70cmx70cmx50cm) a fim de evitar a acdo de animais carniceiros que
pudessem remover a carcaca (figura 5.1).

Os insetos adultos capturados foram levados ao laboratoério, anestesiados em

congelador por cinco minutos e posteriormente identificados através de analise
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morfolégica utilizando chaves dicotémicas classicas (Mello 2003; Carvalho e Mello-
Patiu 2008).

Depois, as espécies de interesse foram transferidas para gaiolas de madeira
(30 cm x 30 cm x 30 cm) revestidas com tela de nailon para criagdo dos insetos
(figura 5.2). Durante trés dias, os dipteros receberam somente agua e acucar que
foram mantidos nas gaiolas por todo o tempo da criagcdo. A partir do quarto dia, foi
introduzida a carne bovina moida putrefata que serviu como fonte de alimentacao,
estimulante para postura e substrato para a oviposi¢cao. As gaiolas eram mantidas

em temperatura ambiente, 24 — 28 °C e com umidade relativa entre 60 + 10%.

Figura 5.1: Armadilha utilizada para coleta de dipteros muscaéides.

Imagem: Margareth M. C. Queiroz

Figura 5.2: Gaiola utilizada na manutenc¢éo de dipteros muscoides no laboratorio.

Imagem: Paloma M. Mendonc¢a
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As posturas obtidas foram transferidas para uma dieta que consistia de carne
bovina moida em inicio de decomposi¢cdo, na propor¢cdo de 1g de dieta para cada
larva. Esta dieta foi colocada em recipientes plésticos (5 cm x 7 cm) e estes foram
introduzidos em outros recipientes maiores (10 cm x 10 cm), contendo vermiculita
como substrato de pupacao. Este ultimo foi coberto com tecido de nailon preso por
elastico (figura 5.3). Apos a emergéncia, os adultos foram sexados e alocados em

gaiolas como as descritas anteriormente.

E o . |

| - . e

Figura 5.3: Recipientes plasticos para criacao de imaturos de dipteros muscoides:
menor contendo dieta e maior contendo a vermiculita.

Imagem: André C. L. Silva

Aos novos individuos emergidos foram oferecidos agua e acucar e a partir do
guarto dia de vida dos adultos, também foi acrescentada a carne bovina moida
putrefata, durante quatro dias, visando o desenvolvimento dos ovariolos. A carne foi
reintroduzida no 14° dia pés-emergéncia para servir como substrato para oviposic¢ao.
Os experimentos foram realizados com imaturos pertencentes a segunda e terceira
geracao (F; e F3) criada em laboratério.

A postura obtida foi dividida em duas partes. Da primeira parte foram retirados
0S ovos e o restante foi criado conforme a rotina da colénia, a fim de que fosse
possivel a retirada das larvas a cada instar. Para a identificacdo dos instares larvais,
foram observadas as aberturas espiraculares em microscopio estereoscopio.

As larvas foram mortas em agua quente (75-80 °C) por cinco minutos. Ovos,
larvas de todos os instares e puparios foram lavados em solucdo de hidréxido de
sédio a 2% durante cinco minutos com o objetivo de remover todos os residuos de
dieta ou vermiculita presente na superficie dos espécimes.

Os ovos e as larvas foram fixadas com uma solucdo de glutaraldeido a 2,5%

em tampao cacodilato de sédio 0,1M, pH 7.2, posteriormente foram lavadas trés
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vezes durante cinco minutos neste mesmo tampdo. Depois, foram pos-fixadas em
tetroxido de 6smio a 1% no mesmo tampédo, mantidas por uma hora no escuro, em
seguida o excesso do tetréxido de 6smio foi retirado através de lavagens no tampao
cacodilato de sodio 0,1M. ApGs este procedimento, as amostras foram desidratadas
em séries crescentes de acetona (7,5, 15, 30, 50, 70, 90 e 100%) permanecendo 10
minutos em cada concentracdo. Ao final desta etapa, as amostras foram submetidas
ao método de secagem pelo ponto critico, utilizando CO, superseco em aparelho de
Balzers (Hayat 1970).

Os pupérios foram mantidos em refrigerador por aproximadamente dez
minutos, para que as pupas em seu interior morressem e nao foram submetidos a
nenhum processo de fixacdo, pds-fixagdo e secagem, uma vez que a cuticula é
formada por quitina que € uma substancia rigida, dispensando a necessidade da
fixacao.

Todos os imaturos (ovos, larvas e puparios) foram aderidos em fita dupla-
face, montados em suportes metéalicos e cobertos por uma fina camada de ouro (20-
30nm) para que permitisse a visualizagdo em microscopio eletrdnico de varredura
Jeol JSM 6390LV da Plataforma de Microscopia do Instituto Oswaldo Cruz.

Neste experimento foram utilizados aproximadamente 30 exemplares de cada
estagio correspondente a cada espécie de dipteros muscéides. As micrografias
obtidas no microscopio foram transferidas diretamente ao computador. A
nomenclatura utilizada para a identificacdo dos imaturos segue a proposta por
McAlpine (1981) e Margaritis (1985).
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6. Resultados

Na tabela 6.1 e quadros 6.1 e 6.2 encontram-se 0 resumo comparativo dos

resultados referentes a ovos, larvas de primeiro, segundo e terceiro instar e

puparios, respectivamente, das espécies do género Chrysomya analisados.

Tabela 6.1:

Resumo comparativo dos

resultados

referentes a ovos de

Chrysomya albiceps, Chrysomya putoria e Chrysomya megacephala através da

microscopia eletronica de varredura.

Area Mediana

Extremidade Extremidade Células o
] ] Ilhas e Micrépila
anterior posterior coribnicas
Chrysomya ) ] sem juncdes ] ornamentacgtes
i bifurcada Afilada o bordas lisas . L
albiceps com orificios tipo projecéo
Chrysomya ] sem juncdes bordas ornamentagoes
i arredondada Afilada o . .
putoria sem orificios destacadas tipo depressao
Chrysomya ) sem juncdes ] ornamentacgoes
bifurcada Arredondada . bordas lisas . o
megacephala sem orificios tipo projecéo
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Quadro 6.1: Resumo comparativo dos resultados referentes a larvas de primeiro, segundo e terceiro instar de Chrysomya albiceps,

Chrysomya putoria e Chrysomya megacephala através da microscopia eletrénica de varredura.

Corpo Regiéo cefélica Espiraculo
Espinhos
Tegumento entre Peritrema
. . i segmentos . .
Instar | Anterior | Posterior Antenas Pal_pos Espinhos ¢ Anterior Posterior
maxilares do colar
afilados
1° afilado truncado dorsal Ve”tfa' (ventral) liso ponta afilada Ausente 1 abertura | néo visivel
abaulada 5 papilas robustos
(dorsal)
Chrysomya .
albiceps o ' dorsal ventral 20u3 tubérculos 10-12 2 aberto
2 afilado truncado . pontas coroa de robustos T
abaulada 5 papilas ; ramificacbes | aberturas convexo
robustos espinhos
o : dorsal ventral 20u3 protub(?ran0|as 10-12 3 aberto
3 afilado truncado . pontas e tubérculos robustos T
abaulada 5 papilas : ramificacbes | aberturas convexo
robustos desenvolvidos
1° afilado truncado dorsal Ve”tfa' achatados liso pouco Ausente 1 abertura | néo visivel
abaulada 5 papilas em placas desenvolvidos
Chrysomya dorsal ventral torca -
| o : cao . 11-12 2
putoria 2 afilado | truncado abaulada 5 papilas diagonal liso 1 a3 pontas ramificacBes | aberturas aberto
3° afilado | truncado dorsal Ve”tfa' torgao liso 1 a 3 pontas ;.1'12~ 3 aberto
abaulada 5 papilas diagonal ramificacdes | aberturas




Chrysomya
megacephala

lou?2

. dorsal ventral . Pouco .
[0}
1 afilado truncado abaulada 5 papilas pontas liso desenvolvidos Ausente 1 abertura | ndo visivel
robustos
20 afilado truncado dorsal ventral Achatados e liso 1 ou 2 pontas . 1 0 ~ 2 aberto
abaulada 5 papilas robustos ramificacdes | aberturas
3° afilado truncado Dorsal Vent_ral Achatados e liso 1 ou 2 pontas . 1 0 ~ 3 aberto
abaulada 5 papilas robustos ramificacbes | aberturas
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Quadro 6.2: Resumo comparativo dos

resultados

Chrysomya megacephala através da microscopia eletrdnica de varredura.

referentes aos puparios de Chrysomya albiceps,

Chrysomya putoria e

Corpo Regiéo cefédlica Espinhos Espiraculo
- Tegumento entre Peritrema
Palpos Espinhos g
Anterior Posterior Antenas _ segmentos Anterior Posterior
maxilares do colar
protuberéncias
Chrysomya ) L L L evidentes 10-12
i retraido truncado néo visivel néo visivel néo visivel . poucos L 3 aberturas aberto
albiceps tubérculos ramificacdes
curvados
Chrysomya ) L L L _ 11-12 placa
) retraido truncado néo visivel néo visivel néo visivel liso poucos L 3 aberturas
putoria ramificacdes destacada
Chrysomya . L L L 10 placa
retraido truncado néo visivel néo visivel néo visivel dobras poucos L 3 aberturas
megacephala ramificacdes destacada
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6.1 - Chrysomya albiceps

6.1.1 - Ovos

7

O ovo desta espécie é alongado, de forma cilindrica e apresenta a
extremidade anterior mais afilada e a posterior mais arredondada (figura 6.1A). As
células coribnicas séo lisas, com bordas pouco delimitadas e possuem a forma
poligonal (figura 6.1B). A linha mediana se estende por quase totalidade do
comprimento do ovo e termina de forma afilada na extremidade posterior, enquanto
na extremidade oposta, proxima a regido da micrépila, esta linha termina bifurcada,
em forma de Y (figura 6.1C e 6.1D). As ilhas localizadas dentro da linha mediana séo
proje¢Oes individuais e ndo apresentam anastomoses, mas alguns orificios podem
ser vistos (figura 6.1E). A micropila é ornamentada, com o orificio de penetracdo do

espermatozoide em posicéo central rodeado por pequenas projecdes (figura 6.1F).

6.1.2 - Larvas de Primeiro Instar

O corpo da larva € composto por doze segmentos, sendo um cefélico, trés
toracicos e oito abdominais, ornamentados por fileiras de espinhos de diferentes
tamanhos e formatos localizados no limite de cada segmento (figura 6.2A). Os
espinhos que delimitam a regido cefalica e o primeiro segmento toracico sao afilados
na regiao ventral e robustos na regido dorsal (figura 6.2B).

A regido cefalica é pouco desenvolvida e dividida longitudinalmente em duas
regides, gerando dois lobos. Em cada lobo, encontram-se, as antenas na porcao
dorsal e, ventralmente, os palpos maxilares (figura 6.2B). Os palpos maxilares séo
compostos por cinco estruturas sob a forma de papilas (figura 6.2C). Ainda na regido
cefélica, € possivel observar os dentes supra bucais e o aparelho bucal (figura 6.2D).

O tegumento que recobre o corpo da larva é liso sem a presenca de
tubérculos ou projecdes. Os espiraculos anteriores ainda ndo podem ser
visualizados neste instar por ainda estarem em processo de formacdo. Os espinhos
localizados entre os segmentos do corpo da larva apresentam apenas uma ponta
afilada.

A extremidade posterior € constituida por um par de tubérculos ventrais
medianos, tubérculos anais e um par de espiraculos contendo apenas uma unica
abertura espiracular, fortemente sustentada pelos musculos espiraculares de

sustentacao (figura 6.2E e 6.2F).



6.1.3 - Larvas de Segundo Instar

O corpo da larva apresenta os segmentos intercalados por fileiras de
espinhos mais desenvolvidos. Na regido cefélica, as antenas e os palpos encontram-
se mais desenvolvidos, sendo mais facilmente visualizados. Além deles, também é
possivel observar, com mais detalhes as cristas orais que se apresentam sob a
forma de laminas (figura 6.3A e 6.3B).

Os espinhos que delimitam a regido cefalica sdo mais robustos com duas ou
trés pontas e dispostos em fileiras (figura 6.3C). Os espinhos que delimitam os
outros segmentos sdo muito semelhantes aqueles observados na regido cefalica,
podendo apresentar também duas ou trés pontas e disposicdo sob a forma de
fileiras, no entanto, s&o menos robustos.

O tegumento encontra-se repleto de protuberancias. Em cada segmento, sao
observadas estruturas denominadas tubérculos que estdo organizados ventralmente
em trés pares (ventro-lateral, latero-ventral e ventro-mediano), sendo o par mais
externo apresentando um segundo tubérculo em inicio de formagéao (figura 6.3D). Na
extremidade de cada tubérculo sdo encontradas coroas de espinhos robustos e com
a ponta bastante afilada (figura 6.3E).

O espiraculo anterior pode ser facilmente visualizado no segundo segmento
larval ou primeiro segmento toracico, proximo a fileira de espinhos. Este espiraculo &
composto por 10-12 ramificacbes espiraculares, cada uma com uma abertura na
porcéo apical (figura 6.3F e 6.3G).

No ultimo segmento larval pode ser observado um par de espiraculos
posteriores, com duas aberturas cada e o peritrema aberto, além dos muasculos de
sustentacdo da placa espiracular. Este segmento apresenta ainda trés pares de
tubérculos dorsais (dorsal interno, mediano e externo) (figura 6.3H), trés pares

ventrais (ventral interno, mediano e externo) e um par de tubérculos anais.

6.1.4 - Larvas de Terceiro Instar

A larva possui uma regido cefalica afilada e os segmentos do corpo bastante
demarcados, onde podem ser visualizados os tubérculos mais desenvolvidos do que
no instar anterior (figura 6.4A). As cristas orais apresentam semelhanca morfologica
com os instares anteriores e envolvem toda a regido cefalica, assim como o0s

espinhos que separam esta regido no primeiro segmento toracico (figura 6.4B). Os
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palpos e antenas estéo totalmente desenvolvidos (figura 6.4C).

As protuberancias que recobrem todo o tegumento do corpo da larva
encontram-se bem visiveis, assim como os tubérculos simples e a fileira dupla.
Nesse instar, € possivel observar com mais clareza a coroa de espinhos presente no
apice dos tubérculos simples e duplos (figura 6.4D).

O espiraculo anterior € muito semelhante ao encontrado na larva de segundo
instar, com 10-12 ramificacBes espiraculares (figura 6.4E). O segmento anal é curto,
com tubérculos bastante desenvolvidos envolvendo a regido das placas
espiraculares (figura 6.4F). Nestas placas, o peritrema é aberto e situado em uma
posicdo convexa ha regido médio-apical do disco espiracular, como no segundo
instar (figura 6.4G). Os tubérculos dorsais (dorsal interno, mediano e externo) (figura
6.3H), ventrais (ventral interno, mediano e externo) e anais mais desenvolvidos.
Como caracteristica do terceiro instar, cada espiraculo € composto por trés aberturas
espiraculares com cicatrizes ecdisiais e musculos de sustentacdo mais

desenvolvidos (figura 6.4H).

6.1.5 - Pupéarios

O pupario apresenta caracteristicas muito semelhantes as da larva de terceiro
instar (figura 6.5A). No entanto, os segmentos cefalicos sao retraidos levando ao
deslocamento do espiraculo anterior a porcdo mais anterior do pupario (figura 6.5B).
Nenhuma estrutura da regido cefalica pode ser visualizada. O espiraculo anterior
também apresenta 10-12 ramificacbes espiraculares, com a abertura central em
cada uma delas (figura 6.5C).

As protuberancias que recobrem o tegumento sdo mais evidentes e 0s
tubérculos sdo acentuadamente recurvados em direcao a regido posterior do pupario
(figura 6.5D). A coroa de espinhos mantém-se intacta, ou seja, ndo apresenta
enrugamentos como o restante dos tubérculos (figura 6.5E).

Os tubérculos do segmento anal permanecem rigidos, ndo se apresentando
tdo enrugados quanto aqueles localizados no restante do pupario (figura 6.5F). A
placa espiracular € muito semelhante aquela observada na larva de terceiro instar,
com o peritrema aberto e trés aberturas espiraculares. Os tubérculos encontram-se

mais desenvolvidos tanto os dorsais quanto os ventrais (figura 6.5G).
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Figura 6.1: Micrografia eletrénica de varredura dos ovos de Chrysomya albiceps. A — Visdo dorsal do
ovo, porcao posterior a esquerda (seta) e area mediana (am) ao longo do comprimento do ovo;
B — Visdo dorsal, area mediana (am) e as células coribnicas (cc); C — Porgéo final da area mediana
(am) afilada (seta) proxima a extremidade posterior; D — Por¢éo final da area mediana (am)
bifurcada em forma de Y (setas) proxima a extremidade anterior e micrépila (m); E — llhas da area

mediana sem anastomoses, mas com orificios (seta); F — Detalhe do orificio da micropila (seta).
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Figura 6.2: Micrografia eletrdnica de varredura das larvas de primeiro instar de Chrysomya albiceps.
A — Viséo geral do corpo da larva, mostrando fileiras de espinhos entre os segmentos (setas e
detalhe), regido cefalica (rc) e regiao anal (ra); B — Viséo lateral da regido cefalica, mostrando
antena (a), palpo maxilar (pm) e espinhos (e); C — Visédo detalhada da regido cefalica, evidenciando
antena (a) e papilas do palpo maxilar (setas); D — Visdo geral da regido cefdlica, evidenciando
antena (a), palpo maxilar (pm), espinhos (e), dentes supra bucais (d) e o aparelho bucal (ab);
E — Visdo geral do segmento anal, destacando os espiraculos posteriores (setas); F — Detalhe do

espiraculo posterior, mostrando a abertura espiracular (seta) e masculos de sustentacao (ms).
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Figura 6.3: Micrografia eletrdnica de varredura das larvas de segundo instar de Chrysomya albiceps. A — Visao geral
do corpo da larva, mostrando tubérculos (seta), regido cefdlica (rc) e regido anal (ra); B — Visao lateral da regido
cefélica, mostrando antena (a), palpo maxilar (pm), espinhos (e) e cristas orais (co); C — Visdo detalhada dos
espinhos entre os segmentos do corpo da larva; D - Visdo geral dos tubérculos, evidenciando a fileira de tubérculos
duplos (setas); E — Visao detalhada do tubérculo, mostrando a coroa de espinhos no apice (circulo); F — Visdo geral da
regido anterior, mostrando o espiraculo anterior (seta); G — Detalhe do espiraculo anterior; H — Visdo detalhada do
segmento anal, destacando os espiraculos posteriores com as duas aberturas espiraculares (setas), os musculos de
sustentagdo (ms), os tubérculos dorsais internos (tdi) e tubérculos dorsais medianos (tdm).
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Figura 6.4: Micrografia eletronica de varredura das larvas de terceiro instar de Chrysomya albiceps. A — Visao geral
do corpo da larva, mostrando tubérculos (setas) e regido cefalica (rc); B — Viséo lateral da regido cefélica, mostrando
antena (a), palpo maxilar (pm), espinhos (e) e cristas orais (co); C — Visdo detalhada da regido ceféalica, mostrando
palpo maxilar (pm) e antena (a); D - Visdo geral dos tubérculos, evidenciando a fileira de tubérculos duplos e a coroa
de espinhos (setas); E — Detalhe do espiraculo anterior (seta); F — Visdo geral do segmento anal, mostrando a
localizacdo das placas espiraculares (seta); G — Visdo geral da placa espiracular, mostrando os espiraculos
posteriores (setas), tubérculos dorsais internos (tdi) e tubérculo dorsal mediano (tdm); H — Visdo detalhada do
espiraculo posterior com as trés aberturas espiraculares (setas) e os musculos de sustentagdo (ms).
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Figura 6.5: Micrografia eletrénica de varredura dos puparios de Chrysomya albiceps. A — Visdo geral do pupério
mostrando os tubérculos (setas), regido cefalica (rc) e regido anal (ra); B — Visdo lateral da regido cefélica
retraida, mostrando espiraculo anterior (ea); C - Visdo detalhada do espiraculo anterior (ea); D — Vis&o geral do
pupario, mostrando tubérculos curvados (setas); E — Detalhe dos tubérculos curvados com espinhos no &pice
(circulo); F - Viséo geral do segmento anal localizando as placas espiraculares (setas); G - Viséo dos espiraculos
posteriores com as trés aberturas espiraculares (setas), tubérculo dorsal interno (tdi), dorsal mediano (tdm), dorsal
externo (tde), tubérculo ventral externo (tve), ventral mediano (tvm) e ventral interno (tvi).
30




188k Mm

Figura 6.6: Micrografia eletrdnica de varredura dos ovos de Chrysomya putoria. A — Visédo dorsal do
ovo, porcao anterior a esquerda (seta) e area mediana (am) ao longo do comprimento do ovo;
B — Visdo dorsal, mostrando a area mediana (am) e as ornamenta¢des das células coribnicas (cc);
C — Detalhe da por¢éo ventral do ovo, mostrando as ornamentacfes das células coridnicas (cc);
D - Area mediana (am) proxima a extremidade posterior terminando de forma afilada (seta);

E — Micrdpila (seta) e area mediana terminando de forma arredondada (am); F — Micropila (seta).
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Figura 6.7: Micrografia eletrbnica de varredura das larvas de primeiro instar de Chrysomya putoria.
A — Viséo geral do corpo da larva, mostrando fileiras de espinhos entre os segmentos (setas e detalhe),
regido cefalica (rc) e regido anal (ra); B — Visao geral da regiao cefélica, mostrando antena (a), palpo
maxilar (pm), espinhos (e), dentes supra bucais (d) e o aparelho bucal (ab); C — Visao detalhada da
regido cefalica, evidenciando antena (a) e papilas do palpo maxilar (setas); D — Visdo detalhada dos
espinhos do colar cefélico; E — Visdo geral do segmento anal, destacando os espiraculos posteriores
(setas); F — Detalhe dos espiraculos posteriores, mostrando as aberturas espiraculares (setas) e

musculos de sustentacao (ms).
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Figura 6.8: Micrografia eletrénica de varredura das larvas de segundo instar de Chrysomya putoria.

A — Visao geral do corpo da larva, mostrando espinhos entre os segmentos (setas), regido cefalica (rc)
e regido anal (ra); B — Visdo lateral da regido cefalica, mostrando antena (a), palpo maxilar (pm),
espinhos (e); cristas orais (co) e espiraculo anterior (ea); C — Visao detalhada dos espinhos entre os
segmentos do corpo da larva; D - Visdo detalhada do espiraculo anterior (ea); E — Visdo detalhada do
segmento anal, destacando os espiraculos posteriores (setas); F — Visdo detalhada das duas aberturas

espiraculares (setas), dos musculos de sustentagdo (ms) e dos tubérculos dorsais internos (tdi).
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Figura 6.9: Micrografia eletrdnica de varredura das larvas de terceiro instar de Chrysomya putoria. A — Visao geral
do corpo da larva mostrando espinhos entre os segmentos (setas), regido cefalica (rc) e regido anal (ra); B — Visado
detalhada da regido cefdlica, evidenciando antena (a), palpo maxilar (pm), cristas orais (co), espinhos (e),
espiraculo anterior (ea), dentes supra bucais (d) e aparelho bucal (ab); C - Visdo detalhada da regido cefdlica,
evidenciando antena (a) e papilas do palpo maxilar (setas); D - Detalhe do espiraculo anterior (ea); E — Visdo
detalhada dos espinhos entre 0s segmentos; F — Visdo geral do segmento anal, mostrando a localizagdo das placas
espiraculares (setas), tubérculo dorsal interno (tdi), dorsal mediano (tdm), dorsal externo (tde), tubérculo ventral
externo (tve), ventral mediano (tvm) e ventral interno (tvi); G — Visdo detalhada do espiraculo posterior com as trés
aberturas espiraculares (setas) e os musculos de sustentagdo (ms).
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mostrando os espinhos entre os segmentos (setas), regiao cefalica (rc) e regido anal (ra); B — Visdo detalhada da
regido cefélica retraida (seta) e do espiraculo anterior (ea); C — Visao detalhada do espiraculo anterior (ea); D — Visao
da regido anterior retraida e espiraculo anterior (ea); E — Visédo da regido posterior com tubérculos e localizacdo das
placas espiraculares (seta); F - Visao geral do segmento anal, mostrando as placas espiraculares (setas), tubérculo
dorsal interno (tdi), dorsal mediano (tdm), dorsal externo (tde), tubérculo ventral externo (tve), ventral mediano (tvm) e
ventral interno (tvi); G - Viséo dos espiraculos posteriores com as trés aberturas espiraculares (setas) e os musculos de
sustentagdo (ms). 38
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Figura 6.11: Micrografia eletrénica de varredura dos ovos de Chrysomya megacephala.
A — Visédo dorsal do ovo, porcéo anterior a esquerda (seta) e area mediana (am) ao longo do
comprimento do ovo; B — Visdo dorsal, mostrando a area mediana (am) arredondada
proxima a extremidade posterior; C — Area mediana (am) bifurcada sob a forma de Y (setas)
préxima a extremidade anterior; D — llhas da 4rea mediana sem anastomoses; E — Micrépila

(seta); F — Detalhe das ornamentagdes e orificio da micrépila (seta).
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Figura 6.12: Micrografia eletrbnica de varredura das larvas de primeiro instar de Chrysomya
megacephala. A — Visdo geral do corpo da larva, mostrando fileiras de espinhos entre os
segmentos (setas e detalhe), regido cefalica (rc) e regido anal (ra); B — Visao lateral da regido
cefalica, mostrando antena (a), palpo maxilar (pm), espinhos (e), dentes supra bucais (d) e
aparelho bucal (ab); C — Visao detalhada da regido cefalica, evidenciando antena (a) e papilas do
palpo maxilar (setas); D — Viséo detalhada dos espinhos da regido cefdlica (e); E — Visao geral
do segmento anal, destacando os espiraculos posteriores (setas); F — Detalhe dos espiraculos

posteriores, mostrando as aberturas espiraculares (seta) e misculos de sustentacédo (ms).

43




X300  50pm

Figura 6.13: Micrografia eletrdnica de varredura das larvas de segundo instar de Chrysomya
megacephala. A — Visdo geral do corpo da larva, mostrando espinhos entre 0os segmentos
(setas), regido cefalica (rc) e regido anal (ra); B — Visdo frontal detalhada da regido cefélica,
mostrando antena (a), palpo maxilar (pm), dentes supra bucais (d), aparelho bucal (ab),
espinhos (e) e cristas orais (co); C — Viséo detalhada dos espinhos do colar cefalico; D - Visao
detalhada do espiraculo anterior (ea); E — Visdo detalhada do segmento anal, destacando os
espiraculos posteriores (setas); F — Visédo detalhada das duas aberturas espiraculares (setas) e
musculos de sustentacdo (ms).
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Figura 6.14: Micrografia eletrbnica de varredura das larvas de terceiro instar de Chrysomya
megacephala. A — Visao lateral da regido cefalica, mostrando antena (a), palpo maxilar (pm), espinhos
(e), cristas orais (co) e espiraculo anterior (ea); B — Visdo detalhada da regido cefélica, evidenciando
antena (a) e papilas do palpo maxilar (setas); C — Visdo detalhada da regido cefalica, mostrando
espirdculo anterior (ea), espinhos (e), aparelho bucal (ab) e cristas orais (co); D - Detalhe do espiraculo
anterior (ea); E — Visdo geral do segmento anal, mostrando a localizacdo das placas espiraculares
(setas), tubérculo dorsal interno (tdi), dorsal mediano (tdm), dorsal externo (tde), tubérculo ventral
externo (tve), ventral mediano (tvm) e ventral interno (tvi); F — Visdo detalhada dos espirdculos
posteriores, mostrando as aberturas espiraculares (setas).
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Figura 6.15: Micrografia eletronica de varredura dos puparios de Chrysomya megacephala. A — Visao

geral do pupario mostrando os espinhos entre os segmentos (setas), regido cefalica (rc) e regido anal

(ra); B — Visao detalhada do espiraculo anterior (ea); C — Visdo detalhada das fileiras de espinhos
entre os segmentos (e); D — Viséo geral do segmento anal, mostrando as placas espiraculares (seta),
tubérculo dorsal interno (tdi), dorsal mediano (tdm) e dorsal externo (tde); E - Visdo do espiraculo

posterior, mostrando as aberturas espiraculares (setas) e os musculos de sustentagdo (ms).




FIGURA 6.1 — OVOS DE C. albiceps
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FIGURA 6.2 — L1 DE C. albiceps
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FIGURA 6.3 — L2 DE C. albiceps
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FIGURA 6.4 — L3 DE C. albiceps
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FIGURA 6.5 — PUPARIO DE C. albiceps
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6.2 - Chrysomya putoria

6.2.1 - Ovos

O ovo é alongado, de forma cilindrica e apresenta a extremidade anterior
mais afilada (figura 6.6A). As células coridnicas apresentam as bordas bastante
visiveis e destacadas do restante do exocoérion, tanto na regido ventral quanto na
dorsal (figura 6.6B). Alem disso, € possivel observar a forma poligonal dessas
células (figura 6.6C). A linha mediana se estende por quase totalidade do
comprimento do ovo e termina de forma afilada na extremidade posterior, enquanto
na extremidade oposta, proxima a regido da micrépila, esta linha termina
arredondada (figura 6.6D e 6.6E). As ilhas localizadas dentro da linha mediana séao
projecOes individuais e ndo apresentam juncdes (figura 6.6E). A micropila € bastante
ornamentada, com o orificio de penetracdo do espermatozéide em posicédo central

rodeado por pequenas depressoes (figura 6.6F).

6.2.2 - Larvas de Primeiro Instar

O corpo da larva desta espécie, assim como de todos os outros dipteros
muscoéides é composto por doze segmentos, sendo um cefalico, trés toracicos e oito
abdominais. O tegumento que recobre o corpo da larva é liso, mas pequenos
espinhos séo observados no limite de cada segmento (figura 6.7A).

A regido cefalica é pouco desenvolvida e nela sdo visualizadas as antenas na
porcdo dorsal e, ventralmente, os palpos maxilares. Ainda € possivel observar os
dentes supra bucais e o aparelho bucal (figura 6.7B). Os palpos maxilares também
sd0 compostos por cinco estruturas sob a forma de papilas (figura 6.7C).

Os espinhos que comp&em o colar cefalico sdo achatados, em forma de
placas na porcdo mais préxima a regido cefalica e mais afilados na por¢cdo oposta,
ou seja, aquela mais proxima aos segmentos toracicos (figura 6.7D).

Os espiraculos anteriores ainda ndo podem ser visualizados neste instar por
ainda estarem em processo de formacao.

A extremidade posterior é constituida por tubérculos que circundam a placa
espiracular, onde esta localizado o par de espiraculos posteriores (figura 6.7E). Cada
espiraculo € composto por uma Unica abertura espiracular em forma de fenda

envolta por masculos de sustentacao (figura 6.7F).
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6.2.3 - Larvas de Segundo Instar

O corpo da larva apresenta os segmentos intercalados por fileiras de
espinhos pouco desenvolvidos (figura 6.8A). Na regido cefélica, as antenas e 0s
palpos encontram-se mais desenvolvidos, sendo facilmente visualizados. Além
deles, também é possivel observar, com detalhes as cristas orais que se apresentam
sob a forma de laminas (figura 6.8B).

Os espinhos que compdem o colar cefalico sdo mais robustos organizados
em fileiras dispostas em diagonal com relagéo ao corpo da larva (figura 6.8C). Os
espinhos que delimitam os outros segmentos sdo muito semelhantes aqueles
observados na regido cefalica, podendo apresentar uma, duas ou trés pontas e
disposicao sob a forma de fileiras, no entanto, s&o menos robustos.

O espiraculo anterior pode ser facilmente visualizado neste instar, no segundo
segmento larval ou primeiro segmento toracico. Nesta espécie, o0 espiraculo é
composto por 11-12 ramificacbes espiraculares, cada uma com uma abertura na
porcao apical (figura 6.8D).

No ultimo segmento larval esta localizado o par de espiraculos posteriores,
com duas aberturas cada e o peritrema aberto, além dos musculos de sustentacéo
da placa espiracular (figura 6.8E). Este segmento possui cerdas e ainda trés pares
de tubérculos dorsais (dorsal interno (figura 6.8F), mediano e externo), trés pares

ventrais (dorsal interno, mediano e externo) e um par de tubérculos anais.

6.2.4 - Larvas de Terceiro Instar

A larva possui uma regido cefélica afilada e o segmento anal truncado (figura
6.9A). A regido cefalica encontra-se totalmente desenvolvida, assim como as cristas
orais, as antenas, os palpos maxilares, aparelho bucal e dentes supra bucais (figura
6.9B e 6.9C).

O espiraculo anterior € muito semelhante ao encontrado na larva de segundo
instar, com 11-12 ramificacdes espiraculares (figura 6.9D).

O tegumento que recobre o corpo da larva é liso com espinhos entre 0s
segmentos, assim como nos outros instares larvais. Esses espinhos apresentam de
uma a trés pontas, dispostos em fileiras ao longo de todo o corpo da larva no limite
de cada segmento (figura 6.9E).

O segmento anal é truncado, com os tubérculos bastante desenvolvidos
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(dorsal interno, dorsal mediano, dorsal externo, ventral externo, ventral mediano e
ventral interno) envolvendo a regido das placas espiraculares (figura 6.9F). O
peritrema é aberto e, como caracteristica do terceiro instar, cada espiraculo é
composto por trés aberturas espiraculares com cicatrizes ecdisiais e musculos de

sustentacdo mais desenvolvidos (figura 6.9G).

6.2.5 - Pupérios

O pupario € muito semelhante a larva de terceiro instar, no entanto a regiao
cefalica é retraida (figura 6.10A). Nenhuma estrutura da regido cefalica pode ser
visualizada (figura 6.10B). O espiraculo anterior também apresenta 11-12
ramificagdes espiraculares, com a abertura central em cada uma delas (figura 6.10C
e 6.10D).

O tegumento que recobre o pupario apresenta 0s mesmos espinhos
observados no estagio anterior (figura 6.10E). O segmento anal € truncado e os
tubérculos séo rigidos, servindo como protecdo a placa espiracular. Esta €
ligeiramente destacada do tegumento, se localizando no apice de uma pequena
protuberancia (figura 6.10F). Os tubérculos sédo pouco desenvolvidos (figura 6.10F).
O peritrema é aberto e as trés aberturas espiraculares sdo bem visiveis, assim como

0s musculos de sustentacao (figura 6.10G).
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FIGURA 6.6 — OVO DE C. putoria
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Figura 6.7 — L1 de C. putoria
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Figura 6.8 — L2 de C. putoria

36



Figura 6.9 — L3 de C. putoria
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Figura 6.10 — pupéarios de C. putoria
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6.3 - Chrysomya megacephala

6.3.1 - Ovos

O ovo desta espécie de mosca apresenta as células do exocérion lisas e a
area mediana se estende por todo o comprimento do ovo (figura 6.11A). Na regido
posterior, esta termina de forma arredondada (figura 6.11B) enquanto, na regiao
anterior, a area mediana termina de forma bifurcada, proxima a micrépila (figura
6.11C). No interior da area mediana, encontram-se ilhas com projecbes
individualizadas e sem anastomoses (figura 6.11D). A micropila € bastante
caracteristica, sendo o entorno do orificio de penetracdo do espermatozoide
ornamentado com projecdes (figura 6.11E e 6.11F).

6.3.2 - Larvas de Primeiro Instar

O corpo da larva desta espécie de diptero muscoide também €& composto por
doze segmentos, sendo um cefalico, trés toracicos e oito abdominais. O tegumento
gue recobre o corpo da larva é liso, mas pequenos espinhos sdo observados no
limite de cada segmento (figura 6.12A).

A regido cefalica € pouco desenvolvida e afilada, com relacdo aos segmentos
anais. Nela, sdo visualizadas as antenas na porcao dorsal e, ventralmente, os
palpos maxilares, além dos espinhos que delimitam a regido cefalica e regido
toracica. Além dos dentes supra bucais e o aparelho bucal (figura 6.12B). Os palpos
maxilares também sédo compostos por cinco estruturas sob a forma de papilas (figura
6.12C). Os espinhos do colar cefalico sdo pouco achatados e possuem uma ou duas
pontas afiladas (figura 6.12D).

Os espiraculos anteriores ainda ndo podem ser visualizados neste instar por
ainda estarem em processo de formacéao.

No segmento anal sdo observados pequenos tubérculos que envolvem a
placa espiracular, onde estd localizado o par de espiraculos posteriores (figura

6.12E), onde pode-se visualizar uma unica abertura espiracular (figura 6.12F).

6.3.3 - Larvas de Segundo Instar

O corpo da larva apresenta os segmentos intercalados por fileiras de

espinhos pouco desenvolvidos (figura 6.13A). A regido cefélica é afilada e nela
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podem-se observar facilmente as antenas e os palpos mais desenvolvidos. Além
deles, também é possivel visualizar, com detalhes as cristas orais que se
apresentam sob a forma de laminas paralelas, os dentes supra bucais e o aparelho
bucal (figura 6.13B).

Os espinhos que compdem o colar cefélico sdo pouco achatados e robustos,
organizados de maneira aleatdria e apresentam uma ou duas pontas (figura 6.13C).
Nos outros segmentos, os espinhos sdo muito semelhantes aqueles observados na
regido cefalica, podendo apresentar também uma ou duas pontas.

O espiraculo anterior pode ser facilmente visualizado neste instar no segundo
segmento larval ou primeiro segmento toracico. Nesta espécie, o espiraculo é
composto por 10 ramificagdes espiraculares, cada uma com uma abertura na por¢ao
apical (figura 6.13D).

No ultimo segmento larval esta localizado o par de espiraculos posteriores,
com duas aberturas cada e o peritrema aberto, além dos muasculos de sustentacao

da placa espiracular (figura 6.13E e 6.13F).

6.3.4 - Larvas de Terceiro Instar

A regido cefalica da larva encontra-se totalmente desenvolvida, tornando
visiveis as antenas, palpos maxilares, espinhos do colar cefélico e espiraculo
anterior (figura 6.14A). As papilas dos palpos maxilares também encontram-se em
destaque (figura 6.14B), assim como as cristas orais dispostas sob a forma de
laminas paralelas (figura 6.14C).

O espiraculo anterior € muito semelhante ao encontrado na larva de segundo
instar, com 10 ramificacdes espiraculares (figura 6.14D).

O segmento anal é curto, com os tubérculos pouco desenvolvidos envolvendo
a regido das placas espiraculares (figura 6.14E). O peritrema € aberto e, como
caracteristica do terceiro instar, cada espiraculo € composto por trés aberturas
espiraculares com cicatrizes ecdisiais e muasculos de sustentacdo mais

desenvolvidos (figura 6.14F).

6.3.5 - Pupérios

O pupério de C. megacephala € muito semelhante a larva de terceiro instar,

no entanto a regido cefalica é ligeiramente retraida (figura 6.15A). Nenhuma

estrutura da regido cefélica pode ser visualizada. O espiraculo anterior também
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apresenta 10 ramificacOes espiraculares, com a abertura central em cada uma delas
(figura 6.15B).

O tegumento que recobre o pupéario apresenta 0s mesmos espinhos
observados no estdgio anterior, no entanto, podem ser observadas as dobras do
tegumento da larva de terceiro instar que deu origem ao pupario (figura 6.15C). O
segmento anal € truncado e os tubérculos sdo rigidos e pequenos, servindo como
protecdo a placa espiracular (figura 6.15D). Esta placa é ligeiramente destacada do
tegumento, se localizando no apice de uma pequena protuberancia. O peritrema é
aberto e as trés aberturas espiraculares sao bem visiveis (figura 6.15E).
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Figura 6.11 — Ovos de C. megacephala
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Figura 6.12 — L1 de C. megacephala
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Figura 6.13 — L2 de C. megacephala
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Figura 6.14 — L3 de C. megacephala
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Figura 6.15 — Pupario de C. megacephala
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7. Discussao

A morfologia geral dos imaturos dos dipteros muscoides foi descrita por
diversos autores através da microscopia 6ptica (Hinton 1981; Erzinclioglu 1989;
Queiroz et al. 1997; Sukontason et al. 2004a; Oliveira et al. 2007) e da microscopia
eletrbnica de varredura (Greenberg e Szyska 1984; Erzinclioglu 1989; Liu e
Greenberg 1989; Mendonca et al. 2008). Neste trabalho, foram encontradas diversas
similaridades em relacdo a forma e a outros caracteres observados nos imaturos das
diferentes espécies estudadas quando comparados a dados da literatura.

Os resultados relacionados a morfologia dos ovos encontrados neste estudo
estdo de acordo com Hinton (1960), que relata que os ovos dos dipteros muscoides
sdo estruturas alongadas, revestidas por células coribnicas que se apresentam
distintas de acordo com a sua localiza¢céo, se na porcao interna da area mediana ou
recobrindo o restante do ovo. A camada mais externa do ovo ou exocérion € rigida o
suficiente para proteger o embrido do ressecamento. A area mediana apresenta-se
diferenciada sob a forma de uma abertura dorsal que vai da extremidade anterior a
posterior do ovo, formada por estruturas interconectadas, denominadas ilhas, e
pilares, gerando espacos abertos denominados aerdépilos (Greenberg e Kunich 2002;
Erzinclioglu 1989). A organizacédo dessas estruturas faz com que o interior da area
mediana se assemelhe a uma esponja, retendo o0 ar nos aerépilos, permitindo as
trocas gasosas do embrido com o meio. A area mediana esta presente em diversas
familias de dipteros ciclorrafos terrestres.

Neste trabalho foi observado que a largura e o formato da por¢ao superior das
ilhas internas a éarea mediana podem variar entre as espécies de dipteros
muscoéides, bem como a presenca ou auséncia de anastomoses (juncdes) e de
orificios nesta regido. Com relacdo a estas caracteristicas, este trabalho corrobora
os resultados de Greenberg e Singh (1995) observados para o género Chrysomya,
gue descreveu ilhas sem anastomoses e sem orificios em C. putoria. Além disso,
esses autores evidenciaram orificios no apice das ilhas de C. albiceps, também

observado neste trabalho. Ja David et al. (2008) analisaram ovos de
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C. megacephala e relataram a auséncia de orificios e anastomoses no apice das
ilhas da area mediana, corroborando os resultados aqui descritos.

Chapman (1998) relatou que os limites das células foliculares que deram
origem ao exocorion tornam-se visiveis através de um processo denominado
densificacdo (Mazur et al. 1989), onde ocorre um aumento da densidade do corion
ainda durante a fase de desenvolvimento. Esse padrdo de ornamentagéo foi
observado em C. putoria, mas nao foi relatado por outros autores nesta mesma
espécie, uma vez que tais autores limitaram-se apenas a observar estruturas
relacionadas ao comprimento e forma da area mediana e micropila (Prins 1982; Liu e
Greenberg 1989; Greenberg e Singh 1995). No entanto, dentre as trés espécie que
compdem o género Chrysomya, somente em C. putoria foi observada a presenca de
bordas elevadas, o que reforca a utilizacdo destas ornamentacées como auxilio na
diferenciacdo desta espécie de dipteros muscoides de importancia forense.

De acordo com Erzinclioglu (1989), diversos caracteres dos ovos de dipteros
muscoides apresentam grande valor diagnostico na identificacdo desses insetos de
importancia forense, dentre estes, a forma com que a area mediana se apresenta
proxima a micropila ou na regido posterior, se termina bifurcada, arredondada ou
afilada. A micropila se localiza na regido anterior do ovo, composta por um orificio
por onde os espermatozéides penetram até chegar ao oviduto onde ocorre a
fertilizacdo. Neste estudo, foi observada a area mediana terminando de forma
bifurcada na porcdo anterior em C. albiceps e C. megacephala e arredondada em
C. putoria. Na extremidade oposta, foi observado que ela termina afilada em
C. albiceps e C. putoria, enquanto que em C. megacephala esta termina
arredondada. Desta forma, € possivel concluir que a observacdo combinada das
estruturas da area mediana permite a diferenciacdo das trés espécies do género
Chrysomya presentes no Brasil.

A micropila das espécies estudadas € bastante ornamentada, caracteristica
anteriormente relatada por outros autores (Liu e Greenberg 1989; Greenberg e
Singh 1995; Mendonca et al. 2009). No entanto, somente através da microscopia
eletrbnica de varredura ficou evidenciado a diferenca no tipo de ornamentacdo no
entorno da micropila. Neste estudo, pode-se observar que em C. albiceps e
C. megacephala as ornamentacdes sdo projecdes ao redor da micropila com um
unico orificio, enquanto em C. putoria estas se encontram sob a forma de
depressdes, que circundam também um unico orificio. David et al. (2008) relataram a

presenca de dois orificios na micrépila circundada por projecbes em
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C. megacephala. De acordo com Margaritis (1985), a micrépila esta associada a
canais que levam o espermatozoéide diretamente ao odcito e esta estrutura pode ser
constituida por uma ou mais perfuracdes ligadas a diversos canais que passam
pelas camadas coribnicas, que se fundem, formando apenas um canal que alcanca
0 odcito.

Os resultados encontrados neste trabalho corroboram os descritos por
Degrugillier e Grosz (1981), que relataram que os ovos dos dipteros muscoéides da
familia Calliphoridae sdo depositados em grupos sobre o substrato de oviposicao,
com area mediana orientada para fora do mesmo, onde as massas de ovos se
mantém unidas devido a uma camada adesiva constituida, provavelmente, por uma
mucoproteina secretada pelas glandulas acessérias das fémeas e logo ap6s a
oviposicdo, esta substancia seca e torna-se rigida, dificultando assim a separacao
destes ovos do substrato.

A estrutura geral das larvas das espécies analisadas neste estudo é muito
semelhante aquela relatada para as outras espécies de dipteros muscoides. De
acordo com Guimardes e Amorim (2006), o corpo das larvas assemelha-se a um
cone, com a abertura bucal na extremidade afilada e o segmento anal, assim como
0 espiraculo posterior estéo situados na extremidade truncada. Ainda segundo esses
autores, nao existe evidéncia de cabeca esclerotizada, sendo o aparelho bucal
constituido apenas por um par de ganchos curvos, denominados mandibulas onde
podem ser observados dentes em algumas espécies. Segundo Greenberg e Kunich
(2002), esta forma de corpo € ergonomicamente a mais eficiente para alimentacéo
no tecido e enterramento para pupagao.

As larvas do género Chrysomya foram estudadas por diversos autores,
basicamente utilizando a microscopia éptica com o objetivo de analisar e descrever
0s instares larvais, espiraculos e o esqueleto céfalofaringeano (Zumpt 1956 e 1965;
Queiroz e Carvalho 1987; Queiroz et al. 1997; Oliveira et al. 2007), mas algumas
estruturas externas sao visiveis apenas através da microscopia eletrbnica de
varredura.

A diferenciacdo dos instares larvais das trés espécies estudadas é dificil,
principalmente entre C. putoria e C. megacephala que apresentam o tegumento liso,
com poucas ornamentacfes. Ja C. albiceps apresenta o tegumento bastante
caracteristico, com tubérculos ao longo do corpo. No entanto, com o auxilio da
microscopia eletrénica de varredura, algumas estruturas caracteristicas dessas

espécies podem ser identificadas.
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A regido cefélica das espécies estudadas é muito semelhante, assim como de
outras espécies pertencentes ao mesmo género (Baumgartner e Greenberg 1984).
Nela, pode-se observar a antena ou 6rgao dorsal que possui a forma abaulada muito
similar ao observado em Musca domestica (Linnaeus, 1758) (Diptera: Muscidae) e
acredita-se que também seja um receptor com funcéo olfativa, como nos muscideos
(Chu-Wang e Axtell 1971). Os palpos maxilares ou o6rgdo terminal sdo estruturas
pequenas, em formato de flor, que apresentam cinco papilas dispostas
concentricamente. Estas estruturas teriam funcdo de quimio e mecano-receptor,
assim como relatado por Chu-Wang e Axtell (1972) para M. domestica. Todas as
espécies aqui observadas apresentaram estas estruturas muito parecidas.

Somente a partir do segundo instar € possivel visualizar o espiraculo anterior
das larvas. De acordo com Kitching (1976), este € composto por ramificacdes
espiraculares também denominadas papilas dispostas em linha ou de forma
irregular. O numero de papilas pode variar de um a quatro ou 30 até mais, sendo
essa uma caracteristica importante na diferenciacdo entre espécies (Guimaraes e
Amorim 2006). Neste estudo, foram observadas 10-12 ramificacdes espiraculares
nas larvas de segundo e terceiro instar de C. albiceps. Estes resultados estdo de
acordo com os obtidos por Queiroz et al. (1997) e Queiroz e Carvalho (1987) que
descreveram os instares larvais desta espécie usando microscopia optica.

As ramificacdes espiraculares em C. putoria variaram entre 11 e 12 aberturas
em nossas observacfes, no entanto, Oliveira et al. (2007) descreveram 10 ou 11
ramificacdes e Queiroz e Carvalho (1987) observaram 11 ramificacdes, isso nos leva
a inferir que dentro dessa espécie existe uma variacdo maior na quantidade de
ramificacBes espiraculares do que na espécie anterior.

Em C. megacephala, foram observadas por Queiroz e Carvalho (1987) 12
ramificacbes espiraculares e em nossos estudos, apenas 10 ramificacdes. No
entanto, os estudos realizados por esses autores foram feitos na regido Sul do
Brasil, local da provavel introducdo dessa espécie no Continente Americano (Prado
e Guimardes 1982) e apenas 10 anos ap0s seu primeiro relato na regido.
Sukontason et al. (2003a) relataram 11 papilas nesta mesma espécie coletada na
Tailandia. Esses dados reforcam a necessidade de estudos morfolégicos com
espécies cosmopolitas coletadas em diferentes regides do mundo, uma vez que, de
acordo com Greenberg e Singh (1995), pode haver diferencas morfologicas entre as

populacbes de dipteros estudados. Essas alteracbes podem demonstrar as
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alteracbes sofridas pelas espécies ao longo dos anos, visando melhor sobrevida no
novo habitat.

N&o hé& diferenciacdo com relacdo ao numero ou disposi¢do das ramificacdes
espiraculares presentes no espiraculo anterior de acordo com o instar analisado em
nenhuma das espécies estudadas, inclusive nos puparios. No entanto, a posicao dos
espiraculos no pupario fica ligeiramente alterada, uma vez que a regido cefalica se
retrai para a formacdo da pupa e o espiraculo anterior se desloca para o 4pice do
pupério, dando a impresséo de que a cabeca esta ausente.

Os espiraculos posteriores, localizados no ultimo segmento larval podem
apresentar-se juntos ou separados e servem como forma de identificacdo do instar
larval para as moscas da familia Calliphoridae. Apresenta uma abertura espiracular
em larvas de primeiro instar, duas aberturas em larvas de segundo instar e trés
aberturas em larvas de terceiro instar e puparios. Essa abertura € em forma de
fenda, circundada por um peritrema que pode ser aberto (incompleto) ou fechado
(completo) e ainda pode apresentar um pequeno botdo chamado cicatriz ecdisial. A
disposicdo dessas estruturas € utilizada para diferenciar géneros e espécies da
familia Calliphoridae (Guimaraes e Amorim 2006).

Todas as espécies estudadas apresentam as aberturas espiraculares
correspondentes com o instar em que se encontram. Em C. albiceps, os espiraculos
posteriores estdo localizados em um peritrema aberto e a cicatriz ecdisial esta
presente, assim como observado por Queiroz et al. (1997) e Queiroz e Carvalho et
al. (1987) através da microscopia Optica. Nesta espécie também foram observados
0s musculos de sustentacao dos espiraculos posteriores bastante desenvolvidos ja a
partir do primeiro instar, no entanto, essas estruturas s6 foram observadas a partir
do terceiro instar através da microscopia optica (Queiroz et al. 1997).

O peritrema de C. putoria € aberto com a presenca da cicatriz espiracular.
Esses dados corroboram aqueles observados por Greenberg e Szyska (1984) e
Oliveira et al. (2007) que descreveram o peritrema como incompleto e convexo. O
peritrema de C. megacephala também € aberto e com a presenca da cicatriz
ecdisial.

O pupario das espécies C. putoria e C. megacephala foi estudado por Amorim
e Ribeiro (2001) e estes autores relatam como principal caracteristica para
diferenciar essas espécies a distancia entre o peritrema. No entanto, de acordo com
Mendonca et al. (2009), a disponibilidade e qualidade de alimento durante a fase

larval, influi diretamente no tamanho das larvas e, consequentemente, dos puparios,
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impossibilitando a utilizagdo da distancia entre o peritrema como caracteristica
diagnéstica.

Os instares larvais sdo muito semelhantes dentro das espécies, no entanto ao
compararmos as espécies entre si, as principais diferencas sdo observadas nos
espinhos presentes no colar cefélico. Sukontason et al. (2004a) reiteram essa
observacéo realizada por Shinoga e Kano (1974) que relatam que a maioria das
caracteristicas diagnoOsticas podem ser observadas nos espinhos entre o0s
segmentos, enquanto o numero de ramificacbes presentes nos espiraculos
anteriores devem ser utilizado como caracteristica complementar. Isso corrobora os
resultados encontrados, uma vez que foram observadas varia¢cdes entre o niumero
de ramificacdes dentro da mesma espécie.

Os espinhos do colar cefalico de C. albiceps sdo mais afilados na regido
ventral e robustos na regido dorsal, no entanto na medida em que a larva segue seu
desenvolvimento, os espinhos vao se tornando mais robustos e o nimero de pontas
também aumenta. Esses espinhos nao foram observados por Queiroz e Carvalho
(1987) e nem por Queiroz et al. (1999), uma vez que estas estruturas s0 podem ser
visualizadas com mais clareza através da microscopia eletrénica de varredura.

Em C. putoria, os espinhos ndo alteram muito o formato, mas ocorre uma
torcdo em sentido diagonal do colar. Oliveira et al. (2007) também observaram
espinhos robustos e sem altera¢cdes ao longo do desenvolvimento, no entanto nao
relataram a torcdo do colar. Em C. megacephala ndo houve diferenciacdo dos
espinhos de acordo com o desenvolvimento larval, também observado por
Sukontason et al. (2003a).

No tegumento da larva de C. albiceps foi observada a presenca de tubérculos,
ausentes nas duas outras espécies estudadas. Esses tubérculos vao se tornando
maiores a medida que o desenvolvimento larval ocorre. Nas larvas de primeiro
instar, sdo praticamente imperceptiveis, no segundo instar sdo maiores e facilmente
identificados e é possivel observar uma pequena protuberancia que ira formar uma
fileira dupla de tubérculos na regido lateral do corpo na larva de terceiro instar. No
apice destes tubérculos encontram-se uma coroa de espinhos com a ponta bastante
afilada.

Chrysomya villeneuvi Patton, 1922 e Chrysomya rufifacies (Macquart, 1842)
(Diptera: Calliphoridae) sdo espécies cujas larvas sdo muito semelhantes a

C. albiceps, no entanto nunca foram relatadas no Brasil (Baumgartner e Greenberg
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1984), mas, segundo Mariluis e Schnack (1989) esta ultima espécie esti presente
em Buenos Aires, na Argentina.

Diversos autores descreveram estas duas espécies, buscando caracteres
especificos para cada uma delas e a principal diferenca foi observada nos tubérculos
(Queiroz et al. 1999; Grassberg et al. 2003; Sukontason et al. 2005b; 2006).
Sukontason et al. (2005b), através da microscopia Optica, relataram que o0s
tubérculos de C. villeneuvi sdo robustos e com pequenos espinhos ao longo do
tubérculo e uma pequena coroa no 4pice, enquanto em C. rufifacies, os espinhos
sdo mais finos e muito mais numerosos (Sukontason et al. 2003b). As larvas de
C. albiceps ndo apresentam espinhos distribuidos ao longo dos tubérculos, estes
estdo restritos a coroa presente no apice. Estas caracteristicas também estédo
presentes nos puparios. Sukontason et al. (2006) descreveram os puparios das duas
espécies e encontraram resultados semelhantes aos ja observados para as larvas.
Os pupérios de C. albiceps também apresentaram os tubérculos organizados de
maneira semelhante as larvas. Sendo assim, nas regides onde estas trés espécies
convivem, a principal forma de diferenciacdo de larvas e puparios devem ser
realizadas atraves dos espinhos presentes nos tubérculos.

Os puparios sao frequentemente encontrados nas cenas de crime, onde o
COrpo encontra-se em estagio mais avancado de decomposicdo. Algumas vezes as
larvas ja ndo estdo mais presentes e uma segunda onda de colonizagdo se inicia.
Sendo assim, a identificacdo correta dos puparios auxilia bastante na datacdo do
intervalo pés-morte. De um modo geral, as caracteristicas dos puparios sdo muito
semelhantes aquelas observadas nas larvas de terceiro instar, uma vez que este é
formado pelo endurecimento da cuticula deste instar.

A caracterizacdo dos ovos, larvas e puparios de insetos de importancia
sanitaria e forense fornece subsidios para auxiliar pesquisadores (entomdélogos) e
profissionais da area criminal nas investigacfes. Através do uso da técnica de
microscopia eletrénica de varredura, ja conhecida por tais profissionais, aliada a
informacbes detalhadas sobre a morfologia dos imaturos frequentemente
encontrados nos locais de crime é possivel identifica-los e determinar o intervalo
pos-morte. Desta forma, a elaboracdo de uma chave dicotbmica que reluna
caracteristicas para cada espécie encontrada no Brasil é essencial para facilitar a

identificacdo destes imaturos.
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8. Conclusdes

A — No ovo, a porgéo final da area mediana € uma caracteristica que pode ser
utilizada para identificar espécies de dipteros muscoides e esta pode ser melhor

visualizada através da microscopia eletrénica de varredura.

B — A forma das ilhas da area mediana e as bordas elevadas das células do
exocoérion sdo caracteristicas utlizadas para identificar espécies de dipteros

muscoides visiveis apenas através da microscopia eletronica de varredura.

C — As larvas de dipteros muscoéides sdo muito semelhantes, mas através da
microscopia eletronica de varredura é possivel destacar caracteristicas exclusivas de

cada espécie estudada.

D — O namero de aberturas espiraculares no espiraculo anterior isoladamente néo é
suficiente para identificar as espécies de dipteros muscoides, sendo necessaria a

observacéao de outras caracteristicas.

E — Os espinhos do colar cefalico, visiveis apenas através da microscopia eletronica
de varredura parecem ser a melhor caracteristica para diferenciar as larvas das

espécies de dipteros muscoéides.

F — A presenca de tubérculos no tegumento € uma caracteristica que pode ser
utilizada para diferenciar as espécies do género Chrysomya no Brasil, no entanto,
dentre as espécies cosmopolitas que apresentam tubérculos, a diferenciacdo deve

ser realizada através dos espinhos presentes nestes tubérculos.

G — A diferenciacao dos puparios pode ser feita através dos espinhos presentes no

tegumento, bem como de dobras do tecido dos pupérios.
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