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Resumo

A identificagdo de insetos, quando esses sdo vestigios, ¢ uma importante fer-
ramenta para a solu¢do de crimes. Contudo, em virtude da grande diversidade de
espécies, o trabalho de identificagdo apenas por caracteristicas morfoldgicas torna-se
dificil. A analise de DNA por meio de marcadores moleculares RAPD (Random Am-
plified Polymorphic DNA) e DNA mitocondrial apresentam potencial para a iden-
tificacdo das espécies de insetos e poderdo subsidiar a estimativa do intervalo post
mortem (IPM). Os objetivos deste trabalho foram analisar a distribuicdo de frequén-
cia acumulada de insetos da ordem Diptera de interesse forense em uma localidade
do Distrito Federal, visando gerar subsidios para estimativas do IPM e identificar
individuos da espécie Chrysomya albiceps por marcadores RAPD e mitocondriais.
Os resultados mostraram que o modelo logistico é adequado para descrever a dis-
tribuigdo de frequéncia acumulada de moscas das familias Calliphoridae, Muscidae
e Sarcophagidae. Além disso, um fragmento de RAPD de 580 pb e de DNAmt de
350 pb pode ser aplicado na identificacdo de C. albiceps. Assim, se estabeleceu um
método molecular de identificagdo de uma espécie de interesse forense que podera

servir de auxilio na identificagdo de vestigios incompletos ou imaturos de dipteros.
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1 Introducao

Os insetos representam um dos grupos de animais conhecidos mais abun-
dantes em nimero de individuos e diverso em espécies (BARNES; RUPPERT,
1996), desempenhando fungdes ecoldgicas diversificadas. Uma dessas é a decom-
posi¢do de compostos orgénicos para ciclagem de nutrientes em ecossistemas que
também ¢ importante para as analises periciais. O olfato agucado de alguns insetos
contribui para a detec¢do dos odores exalados pelos cadaveres muito antes que
estes sejam percebidos pelos seres humanos e, consequentemente, sdo os primeiros
que chegam a cena do crime, onde se instalam e procriam. A carne em decompo-
si¢do oferece um excelente ambiente para a reprodugio pelo estimulo a oviposi¢do
ou como fonte proteica e de fluidos para os imaturos que ali se desenvolveréo. Por-
tanto, a presencga de insetos sdo vestigios importantes em uma cena de crime, tendo
relacdo ou nao com o fato delituoso (OLIVEIRA-COSTA, 2003).

Das centenas de insetos que sdo atraidas por matéria em decomposicio,
os mais importantes sdo as moscas (Diptera) e os besouros (Coleoptera). Esses
animais se alimentam da matéria em decomposi¢io, vivem ou procriam dentro e
sobre ela, dependendo dos estados especificos de decomposi¢do do composto or-
ganico, de acordo com suas preferéncias bioldgicas especificas. Moscas da familia
Calliphoridae possuem estagios de desenvolvimento muito sensiveis a variacdes
bruscas de temperatura e umidade e, por essa razio, sio preferencialmente encon-
tradas em cadaveres em estado inicial de decomposigdo. Ja as moscas da familia
Sarcophagidae eclodem previamente e liberam as larvas no primeiro estagio de de-
senvolvimento diretamente sobre o substrato. Sio mais resistentes a tais variacdes
e permanecem por mais tempo habitando as carcagas (CAMPOBASSO; VELLA;
INTRONA, 2001; GRASSBERGER; REITER, 2001; GRASSBERGER; REITER,
2002a, 2002b). A maioria das espécies coloniza a dieta por um periodo limitado,
permitindo a ocorréncia de outras espécies na sequéncia do processo de decom-
posi¢do do substrato. Essa permuta de espécies ao longo do tempo é denominada
sucessdo cadavérica. Uma vez identificado o estado de decomposi¢do de um corpo
e calculando o estagio de desenvolvimento dos insetos que o colonizam naquele
momento, é possivel estimar a quanto tempo o individuo estd morto. Essa estima-
tiva é denominada intervalo post mortem (IPM). Devido as variagdes nas comu-

nidades de insetos em cada local ou regido, o conhecimento da fauna de insetos
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de interesse forense e a determinac¢do da frequéncia de ocorréncia dos diferentes
grupos sao importantes para estabelecer a sucessdo cadavérica e subsidiar as esti-
mativas de IPM.

A sucessdo cadavérica consiste na andlise da fauna necréfaga de um corpo
de acordo com os estagios de decomposicao dele. A fauna de artrépodes que su-
cede um corpo varia de acordo com o estagio de decomposigio, pois cada estagio
oferece condigdes ideais para o desenvolvimento de certas espécies de artropodes,
mas ndo de outras. A grande maioria dos autores utiliza carcagas de suinos como
modelo experimental, mas estudos com humanos, ratos, cdes ou mesmo partes
de animais, separadas, como figado ou carne de origem bovina, ja foram utiliza-
dos para medir ndo somente a sucessdo cadavérica como também o IPM (MAR-
CHENKO, 2001).

Os dipteros constituem uma das maiores ordens de insetos, e seus represen-
tantes apresentam grande nimero de individuos e espécies em quase todos os luga-
res, inclusive em locais de crime. As larvas habitam diversos ambientes e possuem
dietas bastante diversificadas (BORROR; DELONG, 1969; OLIVEIRA-COSTA,
2003; GOMES; ZUBEN, 2004).

O objetivo deste trabalho é analisar a distribui¢ao de Diptera associada a

decomposic¢io de carne animal em uma localidade do Distrito Federal.

2 Metodologia
2.1 Coleta dos insetos de interesse forense

Para a coleta dos adultos de Diptera foram utilizadas trés armadilhas pro-
duzidas com garrafas transparentes do tipo PET de 2,5 L a partir de adaptagoes da
metodologia de Guimaraes e Guimarées (2003). Essas armadilhas foram pendura-
das a 1,5 m de altura a partir do solo, distantes entre si em 20 m e distribuidas em
uma area de aproximadamente 500 m? em um terreno localizado nas coordenadas
Latitude 15°48’50” Sul - Longitude 47°48°35” Oeste, correspondente a um frag-

mento de cerrado localizado em uma area urbana na regido do Lago Sul de Brasilia.
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A drea em questdo sofreu pouca a¢do humana conservando alguns dos elementos

do bioma, tais como, formagoes vegetais de campo sujo e de cerrado Strictu sensu.

Utilizou-se como isca, aproximadamente, 100 g de carne bovina moida, co-
locada em pote descartavel de plastico de 100 mL e posicionada na antecidmara de
cada armadilha. A carne bovina usada como isca ficou posicionada no interior da
antecimara durante todo o periodo de realiza¢do do experimento sem qualquer
tipo de interferéncia, passando por varias etapas do processo de decomposi¢ao
(mudanga de cor, geragdo de odores e inchago). As armadilhas foram mantidas nas
areas de coleta durante um periodo de 30 dias, compreendendo o periodo de 1 a 30

de marco de 2006, sendo realizadas coletas em intervalos de 24 h.

As coletas foram realizadas por meio da retirada dos insetos através da
abertura superior e armazenadas diretamente em um saco plastico com fecho her-
mético. Apds a retirada dos espécimes vivos, a armadilha foi desmontada sobre
uma folha de papel cartdo e os insetos mortos foram recolhidos para o mesmo
saco plastico, que recebia uma etiqueta de identificagdo. Depois disso, a armadilha
foi recolocada em seu lugar de origem. O procedimento foi repetido para cada
armadilha e as mesmas iscas iniciais foram mantidas em suas respectivas armadi-
lhas durante todo o periodo de captura. Dados de temperatura e umidade relativa
foram obtidos no Instituto Nacional de Meteorologia de Brasilia (INMET) para o

periodo de estudo.

As amostras coletadas foram acondicionadas em sacos plasticos e mantidas
a -20 °C por aproximadamente 24 h e, depois disso, foram transferidas para po-
tes herméticos contendo etanol 70%. As respectivas etiquetas acompanharam as
amostras na transferéncia. Ao final do periodo de coleta, as amostras em élcool fo-
ram levadas ao Laboratério Multidisciplinar de Ciéncias (Labocien) do UniCEUB
e os dipteros foram identificados, separados e contados por familia com o uso da
lupa estereoscépica e da chave dicotdmica para a identificacdo de familias de Dip-
tera (CARVALHO; RIBEIRO, 2000). Os dados foram entdo anotados em fichas

separadas por armadilha e data de coleta.
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2.2 Anadlises estatisticas

Para analisar o acimulo na frequéncia de ocorréncia de dipteros das fa-
milias Calliphoridae, Muscidae e Sarcophagidae ao longo de 30 dias, utilizou-se
um modelo de regressao nao linear. Mais especificamente, foi ajustada uma curva

logistica da forma:

P, exp(a +bX,)
! 1 +exp(a +bX,)

onde a, b e ¢ s3o os parametros do modelo, X representa a variavel explicativa Dias
e Y é o valor esperado para a frequéncia acumulada. As analises estatisticas para o
ajuste do modelo de regressdo néo linear foram realizadas com auxilio do progra-
ma R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2006).

3 Resultados

As armadilhas montadas a partir de garrafas PET recicladas para a coleta de
dipteros representaram uma alternativa de baixo custo e eficaz, pois no periodo de
30 dias de experimento foram coletados, separados e identificados 3819 dipteros
adultos (Tabela 1).

Dos dados obtidos nas coletas, observou-se que cinco familias de dipteros
foram as mais abundantes: Muscidae (34,75%), Drosophilidae (22,09%), Calliphori-
dae (8,89%), Sarcophagidae (6,75%) e Uliididae (2,97%).

Os dados obtidos das capturas possibilitaram observar a influéncia dos
estagios de decomposicdo da isca na frequéncia de coleta dos individuos de trés
familias de Diptera (Figura 1). Observou-se mudanga de cor da isca, indo do ver-
melho ao verde, atingindo a cor enegrecida. Além disso, durante a evolugdo da fase
cromatica, observou-se a liberagdo substincias odoriferas associadas a decomposi-
¢do da carne, bem como, o inchago associado a produgio de gases pela agdo micro-
biana. A cada etapa do processo de decomposicdo da isca, observou-se atratividade
diferenciada de Diptera com maior atividade nos periodos de liberacao de odor da

isca, reduzindo-se a medida que a isca atingia a cor enegrecida.
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- Numero de individuos das principais familias de Diptera capturados em trés

armadilhas durante um periodo de 30 dias de coleta entre 01/03/2006 e 30/03/2006 em um
fragmento de cerrado situado na localidade do Lago Sul.

Familia A Armai;hlhas C Total Média ll’):;:;z
Asilidae 4 3 0 7 2,3 2,1
Calliphoridae 137 245 64 446 148,7 91,1
Chloropidae 4 18 0 22 7,3 9,5
Dolichopodidae 1 0 0 1 0,3 0,6
Drosophilidae 235 696 178 1.109  369,7 284
Muscidae 623 977 145 1.745  581,7  417,5
Uliididae 47 73 29 149 49,7 22,1
Sarcophagidae 114 135 90 339 113 22,5
Syrphidae 0 1 0 1 0,3 0,6
Total 1165 2148 506 3819 - -
Figura 1 - Distribui¢do do nimero de individuos relacionados a trés familias de Diptera

ao longo de 30 dias de experimento em uma isca composta de matéria organica em
decomposi¢do mantida em um fragmento de cerrado na localidade do Lago Sul em Brasilia.
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As moscas da familia Muscidae apresentaram o seu periodo de maior
atividade nas armadilhas entre o sétimo e o 13° dias de experimento havendo, em
seguida, reducéo da atividade desses individuos. Para essa familia, observou-se um
comportamento multimodal com picos de atividade seguindo-se de decréscimo.
Além disso, dentre as trés familias estudadas, essa foi a mais abundante, sendo
coletada até o fim do experimento. Os individuos da familia Calliphoridae
apresentaram um pico de atividade no oitavo dia, seguindo-se de decréscimo. A
partir do 19° dia de experimento, a sua coleta foi extremamente reduzida com, no
maximo, um individuo por dia de coleta. Ja as moscas da familia Sarcophagidae
ndo apresentaram um pico expressivo de atividade. Essa familia esteve presente
ao longo de todo o periodo de realiza¢do do experimento, coletando-se sempre

poucos individuos nas armadilhas.

De forma geral, o modelo logistico ofereceu um bom ajuste para os dados
de coletas acumuladas das trés familias de moscas de maior interesse com um co-

eficiente de determinacdo variando entre 97,9 € 99,1%.

A distribuicdo de frequéncia acumulada dos individuos da familia Calli-
phoridae ao longo dos estdgios de decomposi¢do da matéria orgénica (Figura 2)
mostrou que adultos comegaram a visitar a isca desde o inicio, apresentando bai-
xa frequéncia até o terceiro dia de experimento. Em seguida, houve um aumento
abrupto, em escala exponencial, no periodo entre o terceiro e décimo dia alcan¢an-
do nessa data cerca de 70% dos individuos coletados. A partir do décimo dia, foi
observado um decréscimo gradual no recrutamento por meio da coleta de adultos.
A frequéncia maxima foi alcangada apds o 19° dia de coleta, mantendo-se constan-

te até o final do experimento.

A curva de distribuicdo acumulada dos individuos da familia Muscidae (Fi-
gura 3), apresentou uma forma similar ao de Calliphoridae. Observou-se que os in-
dividuos dessa familia comegaram a visitar a isca apds o terceiro dia. Do terceiro ao
quinto dia, houve um leve aumento na taxa de recrutamento. A partir desse ponto
até o 14° dia, houve um rapido crescimento com o actimulo de cerca de 70% do
total de individuos coletados. A partir do 15° dia, houve uma redugéo progressiva

da taxa de captura que se manteve até o final do experimento.
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Figura 2 - Frequéncia relativa acumulada ao longo dos 30 dias de experimento para os
individuos da familia Calliphoridae em amostra de carne em decomposi¢ao na regidao do
Distrito Federal (pontilhado) e modelo logistico ajustado (linha continua) (Ajuste dos
pardmetros do modelo + erro padrdo: a = -3,78 + 0,25, t = -14,83, p < 0,0001; b = 0,47 £
0,03, t = 14,84, p < 0,0001; ¢ = 0,97 £ 0,01, t = 93,42, t < 0,0001; r*= 0,988).
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A andlise do recrutamento de Sarcophagidae mostrou um comportamento
diferente dessa familia em relagao as demais (Figura 4). A partir do segundo dia,
houve o recrutamento, que apresentou um comportamento quase constante de
individuos capturados até o final do experimento. Essa familia apresentou a cur-
va mais suave, isto é, menor coeficiente b estimado, indicando um acumulo mais
constante ao longo do tempo. O aciimulo relativo de 70% da frequéncia para essa
familia estd estimado entre o 17° e 18° dia. Embora o recrutamento tenha aumen-
tado a partir do quarto dia, a mudanca na inflexdo da curva s6 ocorreu em torno

de 20 dias com a continuagio das coletas até o final do experimento.
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Figura 3 - Frequéncia relativa acumulada ao longo dos 30 dias de experimento para os
individuos da familia Muscidae em amostra de carne em decomposi¢éo na regido do Distrito
Federal (pontilhado) e modelo logistico ajustado (linha continua) (Ajuste dos pardmetros
do modelo + erro padrao: a = -3,75 £ 0,20, t = -18,34, p < 0,0001; b = 0,35 + 0,02, t = 17,60,
p <0,0001; ¢ = 0,94 £ 0,01, t = 80,37, t < 0,0001; r* = 0,991).
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Os individuos da familia Sarcophagidae apareceram em menor quantidade,
porém permaneceram durante todos os estagios de decomposicdo da isca e suas
larvas foram encontradas até mesmo quando a maior parte da massa da isca ja

havia desaparecido.

A partir das informag¢des obtidas, os dados gerados pelas trés familias de

Diptera foram organizados para a andlise do padrao de sucessdo (Figura 5).

Observou-se que os individuos das trés familias analisadas comecaram a
visitar a isca apds o segundo dia de experimento. Antes desse periodo, ndo houve

recrutamento de adultos pela matéria em decomposicao (Figura 5).
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Figura 4 - Frequéncia relativa acumulada ao longo dos 30 dias de experimento para os
individuos da familia Sarcophagidae em amostra de carne em decomposi¢do na regido
do Distrito Federal (pontilhado) e modelo logistico ajustado (linha continua) (Ajuste dos
pardmetros do modelo + erro padrdo: a=-2,83 + 0,19, t =-14,40, p < 0,0001; b = 0,23 + 0,02,
t=12,47, p < 0,0001; ¢ = 0,93 + 0,02, t = 39,57, t < 0,0001; r* = 0,979).
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Figura 5 — Abundancia de adultos e padrao de sucessdo de trés familias de Diptera ao longo
de 30 dias de experimento, utilizando-se carne bovina em decomposi¢do como isca.
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Calliphoridae teve o seu dpice de recrutamento em torno do oitavo dia
de experimento. A partir desse dia, houve um decréscimo com auséncia desses

individuos na isca depois do 25° de experimento. Muscidae predominou por todo
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o periodo de realizagdo do experimento. Entretanto, foram observados dois picos
de atividade, sendo o primeiro no 8° dia, e o segundo, no 12° dia de experimento.
Ap6s esse segundo pico de atividade, houve decréscimo no recrutamento desses
individuos na isca em decomposicao. Sarcophagidae apresentou comportamento
diferente das demais familias. A frequéncia de distribuicio foi sempre caracteriza-
da por baixo recrutamento de individuos. Entretanto, foram regularmente captu-

rados nas armadilhas durante os 30 dias de realizagdo dos experimentos (Figura 5).

4 Discussao

Os trabalhos de entomologia forense descrevem que vérias familias da or-
dem Diptera sdo capazes de se desenvolver sobre a matéria organica em decompo-
si¢ao, como ¢ o caso das espécies pertencentes as familias Calliphoridae, Muscidae
e Sarcophagidae, que foram encontradas em intervalos regulares de tempo nas trés
armadilhas. Contudo, outras familias foram capturadas nas armadilhas contendo a
carne bovina em decomposigdo. Isso se deve ao fato de que outras espécies de inse-
tos usam a matéria organica em decomposi¢ao como fonte alternativa de nutricéo,
utilizando apenas os exsudados ou, até mesmo, devido a coleta acidental de outras
espécies, evento comum quando se usa uma armadilha para a captura de individu-
os alados (DOREA; STUMVOLL; QUINTELA, 2006).

A armadilha foi baseada em um sistema de cAmaras que permite o facil
acesso dos insetos, porém inviabiliza a sua saida. Nesse tipo de armadilha, os in-
setos alados alcam voo para cima e, uma vez na cdmara posterior, ficam presos até
o momento da coleta. Essa estratégia logrou éxito a partir da adaptagdo de uma
armadilha usando material reciclavel composto por garrafas do tipo PET, o que

facilita a reposicéo, limpeza e descarte da armadilha.

Os individuos da familia Calliphoridae sdo os primeiros a abandonar a isca
a medida que o estigio de decomposi¢ao avanca, o que ¢é particularmente nota-
do a partir da terceira semana, quando o substrato entra em estagio de desseca-
¢do. A partir dai, as fémeas dessa familia ndo sdo mais capazes de utilizar a carne

como local de postura, pois os ovos nao resistem a falta de umidade. A alta taxa
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de Muscidae e sua constante presenca foram explicadas por se tratar de uma area
urbanizada. Essa familia estd muito relacionada a atividade antropica, tais como, a
producio de lixo, a criagdo de animais domésticos e ambientes que favorecem a sua
proliferagio (CAMPOBASSO CAMPOBASSO; VELLA; INTRONA, 2001; GRAS-
SBERGER; REITER, 2001; GRASSBERGER; REITER, 2002a, 2002b; OLIVEIRA-
-COSTA, 2003).

As informagdes sobre a fauna de Diptera presente no cadaver é importante
para estimar o intervalo post mortem (IPM). Contudo, essa estimativa depende da
época do ano e do local em que ocorreu o estudo, considerando que fatores clima-
ticos influenciam na dindmica da popula¢ao (BENECKE, 2004), além de outros fa-

tores intrinsecos como composi¢ao bioquimica e estrutura histolégica da amostra.

A modelagem da propor¢ao acumulada de individuos coletados em cada fa-
milia aparentemente pode ser descrita pelo modelo logistico proposto por Verhulst
(1845), para descrever o crescimento populacional. Esse modelo tem sido usado
para descrever diferentes aspectos da dindmica populacional de insetos como taxas
de crescimento em diferentes temperaturas (MANEL; DEBOUSIE 1997), cresci-
mento de coldnias de pulgdes (AOKI; KUROSU, 2003) e taxas de mortalidade,
devido a métodos de controle (MARSARO JR. et al., 2008). As familias de Diptera
observadas neste estudo apresentaram taxas de acumulag¢do distintas produzindo
curvas com inclina¢éo caracteristicas que podem ser objetivamente comparados
pelo pardmetro b na equagéo de ajuste do modelo. A confirmagdo em estudos fu-
turos de que esse parametro varia em uma faixa limitada para diferentes locais e
condi¢des ambientais pode, juntamente com os dados de abundéancia local, forne-

cer subsidios para o estabelecimento do IPM.

A partir do sistema de simula¢io que foi elaborado, foi possivel estabelecer
um padrio de recrutamento para trés familias de Diptera. Esse padrdo podera ser
expandido para trabalhos em campo utilizando-se carcagas de animais para con-

firmagao desse processo.
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5 Conclusao

Os dados de coleta permitiram estabelecer modelos logisticos para o recru-
tamento de trés familias de Diptera utilizando um sistema de simulagéo, contendo

carne em decomposi¢do como isca.

Os individuos pertencentes as familias Calliphoridae e Muscidae apresen-
tam o mesmo padrdo de recrutamento, enquanto Sarcophagidae apresentou um

padrdo de recrutamento diferente dos demais.

Distribution of Diptera families in one urban area of Brasilia, DF

Abstract

The identification of insects in forensic cases is an important strategy to
solve crimes. Unfortunately, because of the great diversity of this group, the iden-
tification by morphological characters is still difficult. The analysis by DNA using
molecular markers as RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) and mito-
chondrial DNA have potential to identify these forensic species to support estima-
tes about post mortem (PMI) interval. This work aimed to analyze the accumu-
lated frequency distribution of Diptera of forensic interest occurring in one place
of the Distrito Federal, in order to support estimation of IPM time and identify
the species Chrysomya albiceps by RAPD and mtDNA markers. The results sho-
wed that the logistic model described with good fitness the accumulated collection
frequency distribution of three different fly families, Calliphoridae, Muscidae and
Sarcophagidae. In addition, one simple RAPD fragment of 580 bp and one mtDNA
fragment of 350 bp can be useful to identify C. albiceps. So, it was established a mo-
lecular method to identify forensically important species from samples partially

degraded or immature forms of C. albiceps.

Keywords: Forensic. Chrysomya albiceps. Forensic entomology.
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