Publicacédo do projeto Entomologistas do Brasil
www.ebras.bio.br

Creative Commons License v4.0 (CC-BY)
Copyright © Author(s)

Full Open Access

Entomolegy
Beginners

DOI: https://doi.org/10.12741/2675-9276.v2.e018

Iniciacao Cientifica
Efeito da contaminacao por inseticida tiametoxam sobre o
comportamento da mosca de interesse forense Chrysomya
megacephala (Fabricius) (Diptera: Calliphoridae)

Leticia da Silva Reginaldo', Antonio Carlos Stradiotto Melo', Michele Castro de Paulaz*, Poliana Galvao dos
Santos®*'“, Ingrid de Carvalho Guimaraes® & William Fernando Antonialli-Junior?

1. Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Dourados - MS, Brasil. 2. Laboratério de Pesquisa em Oleos e Extratos, Universidade
Estadual de Mato Grosso do Sul, Navirai - MS, Brasil. 3. Laboratério de Ecologia Comportamental, Centro de Estudos em Recursos Naturais,
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Dourados - MS, Brasil.

Entomology Beginners, vol. 2: e018 (2021)

Resumo: Muitos fatores podem interferir na estimativa do Intervalo P6s-Morte (IPM) que é o tempo entre a morte e o achado de corpo, dentre
eles substancias que alteram os padr&es de desenvolvimento dos insetos colonizadores de carcacas. Neste estudo testamos a hipétese de que,
se um recurso simulando um cadaver estiver contaminado pelo inseticida tiametoxam, moscas varejeiras da espécie Chrysomya megacephala
(Fabricius) (Diptera: Calliphoridae) irdo evitar explora-lo e consumi-lo. Foram feitos testes de dupla escolha nos quais as moscas podiam optar
por recurso contaminado ou ndo contaminado. Os resultados mostraram que estas moscas varejeiras ndo evitam carne contaminada com
inseticida e, além disso consomem o recurso, contudo, ao fazerem isso executam comportamentos atipicos, como expor o ovipositor, e limpar-
se frequentemente. Estes resultados sugerem que caso um cadaver seja contaminado com o inseticida tiametoxam, as moscas irdo explora-lo
COMO recurso, No entanto, como esse produto altera o seu comportamento, seu ciclo de vida possivelmente sera alterado, bem como a ordem
de chegada das espécies, o que podera afetar a estimativa do IPM, tendo importante impacto sobre as pericias forenses.

Palavras-chave: Entomologia Forense; Entomotoxicologia; Moscas varejeiras.

Effect of thiamethoxam insecticide contamination on the behavior of the fly of forensic interest
Chrysomya megacephala (Fabricius) (Diptera: Calliphoridae)

Abstract: Many factors can interfere in the estimation of the Post-Death Interval (PMI), which is the time between death and finding the body,
including substances that alter the development patterns of carcass colonizing insects. In this study, we tested the hypothesis that if a resource
simulating a cadaver is contaminated by insecticide thiamethoxam, blowflies Chrysomya megacephala Fabricius (Diptera: Calliphoridae) will avoid
exploring and consuming it. Dual-choice tests were carried out in which flies could opt for a contaminated or non-contaminated resource. The
results show that these blowflies do not avoid insecticide-contaminated meat and, in addition, consume the resource, however, in doing so,
they performed atypical behavior, such as exposing the ovipositor and cleaning themselves frequently. These results suggest that if a cadaver is
contaminated with the insecticide thiamethoxam, flies will exploit it as a resource, however, as this compound changes its behavior, its life cycle
will possibly be changed, as well as the order of arrival of the species, this can affect the estimate of the IPM having a major impact on forensic
expertise.

Keywords: Forensic Entomology; Entomotoxicology; Blow fly.

A Entomologia Forense é a ciéncia que utiliza insetos presentes
em cenas de crime para auxiliar em investiga¢es criminais
(OLIVEIRA-COSTA, 2013). Aocorréncia natural desses insetos em
carcagas fornece evidéncias que permitem estimar o intervalo
pos-morte (IPM), seja pela idade dos insetos necréfagos que
chegam primeiro no cadaver e sdo usados para estimar o
IPM minimo, ou pela composi¢do de espécies encontradas no
cadaver usadas para estimar o IPM maximo. A ordem Diptera é
considerada a de maior importancia na Entomologia Forense,
isso porque as moscas sdo as primeiras e mais frequentes
colonizadoras de cadaveres, sobretudo as moscas varejeiras da
familia Calliphoridae (AMENDT et al., 2010). Neste contexto, as
moscas também podem fornecer evidéncias sobre o local onde

amorte ocorreu, se houve realocacao do cadaver, se o individuo
usou ou foi contaminado por algum tipo de substancia antes ou
mesmo depois da morte, e qual tipo de substancia foi utilizada
(INTRONA et al., 2001).

Varias substancias podem influenciar no desenvolvimento dos
insetos que colonizam carcagas, podendo retarda-lo ou acelera-
lo e isso pode causar interferéncias na estimativa do IPM
(AMENDT et al., 2010), uma vez que a contaminagao da carcaga
com substancias toxicas pode levar a uma colonizacdo tardia
ou, em alguns casos, pode impedir que ocorra a colonizagdo
(GOFF e LORD, 1994; OLIVEIRA-COSTA, 2013).

Apesar de existirem estudos sobre o efeito de substancias
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toxicas no desenvolvimento de espécies necréfagas (GALIL
et al., 2021), até o momento ndo ha trabalhos que ja tenham
avaliado se moscas podem detectar e/ou evitar ovipositar
em uma carcaga contaminada. Sendo assim, o objetivo deste
estudo foi testar a hipotese de que se um substrato, como
por exemplo um cadaver, estiver contaminado por inseticida,
moscas varejeiras [Chrysomya megacephala (Fabricius) (Diptera:
Calliphoridae)] irdo evitar explora-lo e consumi-lo.

Foram coletados individuos adultos selvagens de C.
megacephala, no municipio de Dourados, Mato Grosso do Sul
(22°11" S, 54°55' O). Para atrair os dipteros foi usada carne
bovina crua em estado de putrefacdo avancada (trés dias) e,
para coleta-los, foi utilizada uma rede entomolégica. As moscas
foram colocadas em gaiolas de 40 cm? e, posteriormente,
conduzidas ao laboratério para a triagem e identificacdo
utilizando a chave de Carvalho e Mello-Patiu (2008). As moscas
identificadas foram acondicionadas em outra gaiola de criacdo
(40 cm3) e mantidas no laboratério em cadmara incubadora sob
temperatura controlada (25 °C + 1) e em ciclo claro-escuro de
12:12 h, alimentadas com agucar e agua ad libitum.

Uma porcdo de carne moida (50 g) foi oferecida as fémeas para
estimular a oviposi¢do. Os ovos foram retirados com auxilio de
um pincel, pesados e transferidos para recipientes de plastico
(500 mL) na proporc¢ao de 0,005 g de ovos para 200 g de carne,
seguindo o método de Paula et al. (2016). Ap6s a emergéncia
dos adultos (primeira gerac¢ao), foi oferecido figado bovino cru
durante cinco dias, para promover a maturacdo dos ovarios.
Apos esse periodo foi oferecido apenas agua e acUcar ad libitum.
Essas moscas constituiram a criacdo estoque. No 11° dia as
fémeas estavam com os ovarios maturados, haviam copulado
e estavam aptas a serem submetidas aos experimentos.

Foram selecionadas aleatoriamente 30 fémeas da criagao
estoque, todas com a mesma idade e sem experiéncia prévia
de oviposicdo, liberadas em uma gaiola de 20 cm3, que estava
conectada a um tubo de vidro em formato de Y (Y-Maze)
(Figura 1). Os tubos tinham 4 cm de diametro, o tubo central
(brago maior) tinha 50 cm de comprimento e cada brago do
Y, 35 cm de comprimento. Cada brago do Y estava conectado
a um recipiente plastico de 500 mL, onde foi oferecido, em
uma placa de Petri, 100 g de carne moida fresca. Em um dos
bracos a carne estava contaminada com tiametoxam e no
outro ndo (Figura 1). Este é um dos inseticidas mais utilizados
em monoculturas pelo seu amplo espectro de a¢do. A carne
foi contaminada com 3,3 mL do inseticida ACTARA® 250WG,
contendo 25% de tiametoxam. A dose indicada no rétulo do
inseticida para monocultura é de 1000 g ha”, sendo assim, foi
possivel determinar a dose de ACTARA® para cada grama de
carne em ng g', levando em consideragdo a DL50 159 x 10°
ng para a fase de ovo desta espécie, determinada em testes
prévios.

%

Figura 1. Esquema experimental onde as moscas eram atraidas através
de um brago em formato de Y, onde o recurso contaminado (carne
bovina) era oferecido em um dos lados, e o recurso ndo contaminado
no outro lado.

No recipiente conectado ao brago maior do Y era liberado uma
mosca por vez que, ao chegar no ponto onde os bragos menores

se conectam, eram atraidas para um ou outro braco. Os bragos
do Y foram girados estocasticamente em cada experimento
para evitar o viés do dispositivo.

Para avaliar se a contaminagdo pelo inseticida pode afetar a
decisdo das moscas, foram realizados trés testes. No primeiro
experimento (E1), em um dos bracos foi oferecida a carne (100 g)
contaminada com 3,3 mL da solu¢do com inseticida, e no outro
a mesma quantidade de carne, ndo contaminada. No segundo
experimento (E2), foi oferecido no final de um dos bragos do
Y a carne contaminada, e no outro a mesma quantidade de
carne na qual foi aplicada 3,3 mL de agua destilada (grupo
controle). No terceiro (E3) foi testado se algo no préprio trajeto
do Y poderia influenciar a decisdo das moscas. Para isto, foi
oferecido ao final dos dois bragos a mesma quantidade de
carne sem qualquer tipo de contaminac¢do. Foram testadas 30
moscas, 10 em cada uma das trés situagdes.

Quando amosca concluiasuadecisdo ela eraretirada do circuito
o qual era limpo com papel filtro, alcool e agua destilada. Os
recipientes onde era oferecida a carne eram trocados por novos.
Todo o experimento foi realizado a temperatura constante de
25°C. Todos os comportamentos executados pelas moscas nos
experimentos foram anotados.

Para avaliar se houve diferenga significativa entre o ndmero
de vezes em que as moscas optaram por um dos bragos do Y
com qualquer uma das possibilidades que foram oferecidas, foi
aplicado um teste de sinais, com nivel de significancia de 0,05%.
Também foi aplicado um Teste t comparando os tempos que
as moscas levaram para percorrer todo o trajeto até o final do
brago onde estava o tipo de recurso que as atrairam.

No experimento E1, 100% das moscas optaram pela carne
contaminada e levaram em média 9,9 + 7,30 segundos para
chegar ao substrato contaminado. No E2, 60% das moscas
optaram pelo brago contendo carne contaminada e 40%
optaram pelo bragco com carne e dgua destilada (Figura 2), ndo
havendo diferenca significativa entre estes valores pelo teste
de sinais (p = 0,38). O tempo médio que as moscas levaram
para chegar ao substrato contaminado foi de 8,16 + 2,78s e no
substrato com agua destilada foi de 7,5 + 12,76s, ndo havendo
diferenca significativa entre estes tempos pelo Teste t (p = 0,06).

No experimento E3 (em ambos os bracos as carnes ndo foram
contaminadas), o teste de sinais evidenciou que ndo houve
diferenca significativa na atratividade entre os bragos do Y (p
= 0,45), indicando que a estrutura por si s6 ndo causa viés ao
experimento, sendo que 60% das moscas optaram pelo braco
direito e 40% optaram pelo brago esquerdo (Figura 2). O tempo
médio que as moscas levaram para chegar ao substrato no final
do braco direito do Y foi de 13,3 + 10,14s e para chegar no final
do brago esquerdo foi de 10,75 + 4,5s, ndo havendo diferenca
significativa entre estes tempos pelo Teste t (p = 0,23), portanto,
isso sugere que qualquer fator da prépria estrutura do Y ndo
interfere nos resultados dos testes experimentais.

Durante o experimento E1 todas as moscas foram atraidas
pela carne contaminada (Figura 2). Portanto, estes resultados
sugerem que as moscas podem ndo ter a capacidade de
detectar este tipo de inseticida. Easton e Goulson (2013)
demonstraram que o inseticida neonicotinoide imidacloprida
repele algumas moscas e besouros polinizadores, no entanto,
ressalta que as concentrag¢des irdo influenciar estas respostas.
Neste trabalho os autores utilizaram concentracdo maior
(0,01 mg), quando comparada a concentra¢do utilizada neste
experimento. Mesmo considerando a capacidade olfativa
das moscas, concentra¢cdes muito baixas podem ndo ser
detectadas. Abelhas, em testes similares com concentragdes
muito baixas, também consumiram recurso contaminado por
tiametoxam (KESSLER et al., 2015), indicando que elas ndo sdo
capazes de perceber a presencga do produto, e por isso ndo sao
repelidas por ele.

Em nosso estudo, apesar de 100% dos individuos optarem
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pela carne contaminada (E1), somente 30% se alimentaram
do substrato. Tooming et al. (2017) avaliaram que os besouros
quando expostos a diferentes concentra¢des de tiametoxam
reduzem a frequéncia de sua alimentac¢do, ou seja, o contato
com o inseticida ja pode ser o suficiente pra alterar os atos
comportamentais, o que também foi observado em abelhas
por Kessler et al. (2015).

100%

90%

80%

70%

60% Carne no brago direito
50% Carne com agua destilada
40% Carne no brago esquerdo

m Carne com inseticida
30%

20%
10%
Oofc-
E1 E2 E3
Figura 2. Atratividade de moscas Chrysomya megacephala. E1=
carne contaminada com tiametoxam e ndo contaminada; E2= carne

contaminada com tiametoxam e carne com agua destilada; E3= carnes
sem inseticida e sem agua destilada.

Durante estes testes, os comportamentos observados foram:
andar dentro do Y, ficar imével, voar no pote, se limpar ao
ter contato com a carne, se alimentar, excretar substancia
do aparelho bucal, além de expor e encolher o ovipositor
repetidamente, sem ovipositar. O comportamento mais
frequente nos experimentos em que havia carne contaminada
foi o de se limpar. Das 82 vezes em que as moscas foram
observadas se limpando, 79 foram quando interagiram com o
recurso contaminado.

Este comportamento sugere tentativa de retirar o substrato do
corpo. De fato, a autolimpeza por moscas é feita com maior
frequéncia quando ha contato com bactérias e particulas
estranhas aderidas a seu corpo, sendo um comportamento
comum em dipteros para manter asas e apéndices livres de
detritos, facilitando um melhor movimento e recepgdo sensorial
(JACQUES et al., 2017). O comportamento de expor o ovipositor
pode ser influéncia do neonicotinoide, que pode provocar
efeitos neurotdxicos podendo afetar o sistema nervoso do
inseto (TOSI e NIEH, 2017).

Durante os experimentos (E1 e E2) outro comportamento
observado foi de moscas voando com maior frequéncia no
recipiente onde estava a carne contaminada. Isso pode estar
relacionado com o fato de que essas moscas tiveram contato
com o inseticida e se tornaram hiperativas. De fato, a exposi¢ao
direta ao tiametoxam pode causar hiperatividade locomotora
de curto prazo nos insetos, o que pode levar a morte depois de
algumas horas, e a longo tempo dependendo da concentragao
ministrada, o inseto também pode apresentar hipoatividade
locomotora (TOOMING et al., 2017).

No E2, quando as moscas tinham opc¢do entre a carne
contaminada e carne ndo contaminada com agua destilada,
um nUmero maior optou pela carne contaminada (60%), destes
40% se alimentaram do recurso. Por outro lado, dos 40%
que optaram pela carne ndo contaminada (agua destilada),
20% se alimentaram. Aparentemente a atracdo pelo braco
contaminado no experimento E1, bem como a atra¢do pelo
braco com agua destilada no E2, pode estar mais relacionada
com a umidade do que pelo inseticida em si. E fato que as
moscas preferem locais Umidos para a oviposi¢do, como
orificios naturais, desde modo, a umidade no recurso pode ser
um fator determinante na hora da escolha de um substrato
para postura de ovos e desenvolvimento de seus imaturos
(OLIVEIRA-COSTA, 2013). Além disso, sugere-se que a carne

Umida, tanto com o contaminante quanto sem, acelere a a¢do
de bactérias, o que pode exalar um cheiro mais intenso que
atraia as moscas até a carne.

No experimento E3, 80% das moscas se alimentaram da carne,
sugerindo que o contaminante nos outros dois experimentos
reduz o interesse das moscas logo que entram em contato com
a carne contaminada com inseticida, ou ainda, pode ser um
reflexo da a¢do do inseticida no sistema nervoso das moscas,
como observado em abelhas (KESSLER et al., 2015). Além disso,
durante esse experimento as moscas se limparam com menos
frequéncia do que nos outros dois, o que corrobora o fato de
gue moscas que entram em contato com o inseticida tendem a
retira-lo de seus corpos.

De forma geral, os resultados mostram que o inseticida
nesta concentracdo possivelmente ndo é detectado por
moscas varejeiras, mas o simples contato altera o padrdo
de comportamento, inibindo muitas vezes a frequéncia de
alimentacdo e, quando consumida a carne contaminada com
o inseticida, altera diversos atos comportamentais, como
extensdo frequente do ovipositor e autolimpeza. Os dados do
presente estudo corroboram os de Kessler et al. (2015), que
encontraram comportamento similar em abelhas, essas ndo
foram capazes de detectar a presenca de neonicotinoides, e
ao se alimentarem do inseticida houve, posteriormente, uma
diminuicdo na frequéncia de alimentacdo. Da mesma forma,
aranhas quando expostas a recursos contaminados em altas
concentra¢Bes evitaram a substancia, no entanto, quando
expostas a baixas concentra¢des se alimentam deste recurso,
indicando que esses artropodes avaliados ndo conseguem
detecta-los (EASTON e GOULSON, 2013).

A hipotese do estudo ndo foi confirmada, pois as moscas
varejeiras de importancia forense C. megacephala ndo evitaram
carne contaminada com inseticida. Contudo, ao entrar em
contato com o recurso contaminado as moscas expressaram
comportamentos atipicos, o que evidencia que o inseticida
afeta o padrdo de comportamento das moscas ao explorar o
recurso. Esses resultados sugerem que, caso um cadaver seja
contaminado com produto similar em baixas concentragdes,
as moscas vao explora-lo como recurso. Entretanto, seu
ciclo possivelmente sera alterado, bem como a ordem de
chegada das espécies, impactando a sucessao ecoldgica, o
que comprometerd a estimativa do IPM, tanto minima quanto
maxima, tendo importante impacto sobre as pericias forenses.
Vale ressaltar que nos experimentos as concentracdes testadas
foram baixas, sendo necessarios estudos futuros parainvestigar
mais detalhadamente os efeitos de diferentes concentragdes
de inseticidas em espécies de moscas de importancia forense.
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