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Dindmica de intera¢des intra e interespecificas em moscas-varejeiras sob a¢do de
psicofdrmacos:
Aplicagdes ecoldgicas no contexto forense
Resumo

No presente estudo a dindmica de interagdes intra e interespecificas foi
investigada em Chrysomya albiceps. O estudo foi delineado para investigar a influéncia
de psicofarmacos sobre diversos aspectos ecoldgicos importantes para a demografia do
grupo taxondmico, bem como de relevancia para o contexto da entomologia forense.
Modelagem matematica fundamentada na teoria populacional para processos
dependentes da densidade foi utilizada para avaliar o impacto dos farmacos sobre a
ecologia dos insetos. A dinamica de predacdo por C. albiceps foi investigada com
experimentacdo voltada para a comparag¢ao do desempenho de C. albiceps como espécie
predadora sobre suas presas. Neste sentido, a resposta funcional também foi analisada.
Os subconjuntos Fuzzy também foram utilizados nas simula¢des para analisar o efeito
dos farmacos e da predagdo intraguilda sobre a dependéncia da densidade das espécies.
Os resultados mostram que os diferentes farmacos agem significativamente sobre as
populagdes de moscas, induzindo a mudancas comportamentais em nivel individual e
coletivo, com implica¢des para a dinamica populacional e de predagio de C. albiceps.
Variacdes na fecundidade e na sobrevivéncia das espécies levam a alteracdes nos
padrdes de oscilagcdo populacional de C. albiceps. A predagdo intraguilda também ¢
substancialmente influenciada pelos farmacos. Os possiveis efeitos signérgicos dos
fatores mencionados sdo discutidos no estudo, assim como as implicagdes dos

resultados para a entomologia forense.



Dindmica de interagdes intra e interespecificas em moscas-varejeiras sob agdo de
psicofdrmacos:

Aplicagdes ecoldgicas no contexto forense

Abstract

In this study, intra and interspecific interaction dynamics were investigated in
Chrysomya albiceps. The study was designed to investigate the influence of drugs on
several ecological aspects important for the demographics of blowflies and the forensic
entomology context. Mathematical modeling founded on the population theory for
density-dependent process was used to evaluate the impact of drugs on the larval
ecology of the insects. The predation dynamics of C. albiceps was investigated with
experimentation focused on performance comparisons of C. albiceps as a predator
species, on their prey. In this sense, the functional response was also analyzed. The
Fuzzy subsets were also used in the simulations to analyze the effect of drugs and
intraguild predation on the density dependence process of the species. The results show
that the different drugs act significantly on the fly populations, inducing to behavioral
changes, at individual and collective level, with implications for the population
dynamics of C. albiceps. Changes in fecundity and survival of the species lead to
alterations in oscillation population patterns of C. albiceps. The intraguild predation was
also substantially influenced by drugs. The possible synergistic effects of the mentioned
factors are discussed in the study, as well as the implications of results for forensic

entomology.
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Dindmica de interagdes intra e interespecificas em moscas-varejeiras sob agdo de
psicofdrmacos:

Aplicagdes ecoldgicas no contexto forense

1. Introducao

A entomologia forense ¢ o estudo dos insetos e outros artropodes envolvidos na
estimativa de parametros importantes para a determina¢do do intervalo pds-morte em
investigacdes médico-criminais (Hall, 2001; Martins et al. 2010; Moretti, 2011, Moretti
et al 2008, 2011), com base na sucessdao entomoldgica (Nuorteva, 1977; Watanabe,
1987; Smith, 1986). Em geral os primeiros artropodes atraidos para a carcaga sdo as
moscas-varejeiras da familia Calliphoridae (Reed, 1958; Braack, 1987), essenciais para
a estimativa do intervalo pés-morte (IPM). E possivel estimar o IPM pela determinagio
do instar larval e tempo de desenvolvimento da espécie de mosca encontrada na carcaga,
considerando fatores ambientais associados como, por exemplo, a temperatura
(Erzinglioglu, 1983; Smith, 1986). Entretanto erros podem ocorrer na estimativa, caso
as larvas venham a ser dessecadas, congeladas, ou contaminadas com substincias
quimicas (Nuorteva et al., 1974; Micozzi, 1986).

Outros fatores como a densidade larval e a competicdo também devem ser
consideradas por, ocasionalmente, interferir no tempo de desenvolvimento, tamanho e
peso das espécies relacionadas (Ullyett, 1950; Smith & Wall, 1997). Recentes estudos
sugerem que os diferentes tecidos em que as larvas se alimentam também podem
influenciar a taxa de desenvolvimento larval (Kaneshraja & Turner, 2004; Clark ef al.,
2006; Day & Wallman, 2006). O aumento de mortes relacionadas ao uso de drogas, ou
ainda mortes ligadas ao consumo acidental ou proposital de venenos ou substancias

toxicas, justifica o interesse por um novo campo de investigagdo forense, a



entomotoxicologia. Este ramo estuda a aplicagdo de andlises toxicoldgicas em insetos
necrofagos com o intuito de investigar os efeitos das drogas e toxinas presentes em
tecidos humanos sobre a biologia do inseto, principalmente quando o cadéver estad em
estado avangado de decomposi¢do ou esqueletizado. A andlise dos insetos necrofagos
pode trazer informagdes qualitativas mais eficazes para uma informagdo toxicologica
(Goff & Lord, 2001). Estudos recentes indicam a existéncia de efeitos causados pelas
substancias toxicas no desenvolvimento dos artropodos, como por exemplo, a alteragdo
no tempo de desenvolvimento larval em espécies das familias de Calliphoridae (Bourel
et al., 1999; Carvalho et al., 2001), Muscidae (Gomes, 2006) e Sarcophagidae (Goff et
al., 1989; Goff et al., 1991; Goff et al., 1993; O’Brien & Turner, 2003). Alguns
medicamentos também podem ser considerados drogas de abuso, causando tantos males
quanto aqueles causados por drogas de uso ilicito, gerando dependéncia na forma de
sindrome de abstinéncia e distirbios comportamentais (Nascimento, 2003). Em 2003, os
medicamentos lideraram a lista de agentes causadores de intoxicacdo em seres humanos
no Brasil (28,2%) de acordo com os registros do Sistema Nacional de Informagdes
Toxico-Farmacoldgica.

Algumas drogas tais como, anfepramona, fenobarbital (Gardenal) e oxycodone,
agem sobre o sistema nervoso central, levando o usuério a répida tolerancia e, portanto
alto risco de dependéncia (Rang et. al., 2001; Grond et. al., 2001; Wastila & Tompkins,
2001). A anfetamina age sobre os sistemas cardiovascular e nervoso central (Rang et.
al., 2001). Geralmente sdo utilizadas como moderadores de apetite, mas quando
misturadas com outras substancias transformam-se nos rebites, drogas comumente
utilizadas por caminhoneiros, principalmente no Brasil, como inibidoras do sono
(Zeferino, 2004). Overdoses fatais sdo raras, e a dosagem letal ainda ¢ desconhecida,

sendo que os usudrios mais habituais podem consumir at¢ 1000 miligramas por dia. As



anfetaminas e metanfetaminas conhecida pelos nomes speed, cristal, crank, meth, go e
ice sdo consideradas droga de abuso em varios paises como Estados Unidos, Japao e
também do Continente Europeu (Melgar & Kelly, 1993; Tanaka et al., 1994).

O oxycodone ¢ um opidide semi-sintético muito similar a codeina em sua estrutura
e agdo. E um depressor do sistema nervoso central, e sua agdo se da pela estimulagio
dos receptores opiodides encontrados no sistema nervoso central que ativam a resposta
descrita pela analgesia ou euforia. O repetido uso pode desenvolver tolerancia ou
resisténcia ao efeito da droga, constituindo-se potencialmente como droga de abuso,
principalmente por induzir efeito de euforia (Grond et. al., 2001; Wastila & Tompkins,
2001). O uso ilegal de Oxycontin comegou na Australia no inicio de 2000. Em 2007,
51% da populagdo de usuarios de drogas injetaveis na Austrélia ja havia relatado uso de
oxycodone (Stafford et al, 2008). Em 2001, as vendas de Oxycontin nos EUA
superaram US$ 1 bilhdo por ano, principalmente pelo uso ndo clinico por usuarios de
drogas

O fenobarbital pertence a classe dos barbitiricos, substancias depressoras do
sistema nervoso central. Os barbitlricos, por possuirem pequena margem de seguranca
entre dosagens terapéuticas e toxicas sdo frequentemente letais em superdose (Rang et.
al., 2001). A dose letal (DL) oscila de 2 a 10 g/Kg de massa corporal, mas o alcool ou
outros agentes depressores do sistema nervoso central quando associados ao
fenobarbital podem potencializar sua acdo (Smith, 1993). A tolerancia aos barbitlricos
se desenvolve rapidamente e o risco de uso nocivo ou de dependéncia ¢ alto. Sdo usados
como anticonvulsivos e constituem o segundo grupo de maior incidéncia nas tentativas
de autoexterminio em 2004 (Rios et al., 2005).

As moscas-varejeiras do género Chrysomya (Robineau-Desvoidy) pertencem a

familia Calliphoridae e incluem cerca de trinta espécies (Dear, 1985). O género ja foi



restrito ao Velho Mundo e a Australasia em sua distribui¢ao. Contudo, sua distribuigao
vem vendo estendida pelo mundo, incluindo o Brasil ( Guimardes et al.,1978). Nele
estdo incluidas as espécies de importancia médico-sanitaria (Guimaraes et al., 1983;
Furlaneto et al., 1984) e também forense por serem as que primeiro chegam aos corpos
em decomposi¢do, permitindo a estimativa do intervalo p6s morte (Guimardes et
al.,1978; Von Zuben et al. 1996) e a deteccao de drogas e toxinas ante-mortem (Catts &
Goff, 1992). De todas as espécies do género, C. megacephalla, C. putoria, C. albiceps e
C. rufifacies estdo entre as mais estudadas, devido a introducdo ocorrida nas Américas
ha cerca de trinta anos, bem como rapida dispersdo e colonizacdo (Guimaraes et al.,
1978, 1979; Baumgartner & Greenberg, 1984; Greenberg, 1988).

A América do Sul foi colonizada por C. megacephalla, C. putoria e C. albiceps
que se dispersaram rapidamente pelo Continente (Baumgartner & Greenberg, 1984)
causando, aparentemente, o declinio de Cochliomya macellaria, espécie que ocorre
desde o Canada até a Argentina e por toda a regido das Antilhas e Ilhas Galapagos. De
forma menos acentuada a introducdo das espécies exoéticas influenciou também a
abundancia de L. eximia, uma espécie Neartica e Neotropical (Guimaraes et al., 1979;
Prado & Guimaraes, 1982; Baumgartner & Greenberg, 1984; Dear, 1985; Madeira et
al., 1989). A redugdo na frequéncia de C. macellaria ocorreu em diversas localidades
das Américas apos o periodo de introdugdo das espécies do género Chrysomya,
sugerindo aparente associagdo com a invasdao (Guimardes et al., 1979; Prado &
Guimaraes, 1982; Ferreira. 1983; Guimaraes, 1984; Greenberg & Szyska, 1984).

Moscas-varejereiras geralmente alimentam-se de substratos efémeros, portanto a
distribuicdo de imaturos deve influenciar o nivel de competicdo, com consequéncias
para a viabilidade dos adultos (De Jong, 1979, 1982), e efeitos sobre a dinamica

populacional (De Jong, 1979; Ives & May, 1985; Turchin, 1998; Godoy et al. 2001). O



nimero de ovos ou larvas na carcaca frequentemente excede a sua capacidade suporte
(Kneidel, 1984 a, b), levando os imaturos a competirem por alimento, ou agirem como
predadores facultativos (Levot et al., 1979; Goodbrod & Golf, 1990; Faria et al., 1999).
Dessa forma, a similaridade entre nichos ecoldgicos das espécies do género Chrysomya
e nativas sugere a ocorréncia de sobreposicao interespecifica (Ullyet, 1950; Guimaraes
et al., 1979; Ferreira, 1983; Guimaraes, 1984; Wells & Greenberg, 1992b).

A teoria da dinamica populacional para espécie unica tem sido intensamente
empregada para estudar cinco espécies de dipteros califorideos, C. megacephala, C.
putoria, C. albiceps, C. macellaria e L. eximia, ao longo dos ultimos 18 anos, a fim de
melhor compreender aspectos da biologia populacional de cada espécie, importantes
para a dindmica de populagdes no contexto de invasdes biologicas (Godoy, 2007). Os
estudos revelaram importantes diferencas na dindmica de equilibrio populacional entre
as espécies introduzidas C. megacephala, C. albiceps e C. putoria e as espécies nativas
C. macellaria e L. eximia (Reis et al. 1996; Godoy et al. 2001; Silva et al., 2003).

As interacdes interespecificas vém sendo também sistematicamente investigadas
em estudos analisando a relacdo das espécies do género Chrysomya com a espécie
nativa C. macellaria (Wells & Greenberg, 1992a, b, c; Faria et al., 1999; Reis et al.,
1999; Faria & Godoy, 2001; Andrade et al. 2002). Parece clara a influéncia negativa
que as espécies do género Chrysomya exercem sobre as espécies nativas, sobretudo em
C. macellaria (Guimaraes et al., 1978, 1979; Faria et al., 1999). O impacto gerado pela
invasdo biologica deve-se provavelmente a dois tipos de interagdes interespecificas,
competicdo e predacdo. As espécies do género Chrysomya exploram os mesmos
recursos alimentares que C. macellaria e L. eximia, entretanto tem demonstrado maior
habilidade competitiva e/ou predatoria durante o confronto (Wells & Greenberg, 1992a,

b, c; Reis et al., 1999).



A predagao larval facultativa ja foi estudada em C. albiceps por Faria et al. (1999)
através de experimentos que enfatizaram a preferéncia por diferentes presas. As taxas de
predagdo foram investigadas sobre o terceiro instar larval de C. macellaria, C. putoria e
C. megacephala, sendo constatada a preferéncia por larvas de C. macellaria. Faria et al.
(1999) também constataram que C. megacephala e C. putoria sdo espécies mais ageis
que C. macellaria para evitarem o contato com C. albiceps. A flexibilidade de C.
albiceps na escolha de presas sugere que o comportamento predatorio desta espécie
pode mudar em fungdo da disponibilidade delas (Faria & Godoy, 2001). Faria et al.
2004b também observaram que a preferéncia por diferentes presas também pode ser
influenciada pelo estadgio de desenvolvimento, ou seja, C. albiceps prefere atacar larvas
de C. macellaria ao invés de C. megacephala quando as presas estdo no terceiro instar.
Para larvas de segundo instar a intensidade de ataque ndo ¢ a mesma (Faria et a/.2004b).

As espécies do género Chrysomya tém se mostrado menos susceptiveis a predagao
que C. macellaria ja que tornam o processo de captura e ataque mais dificeis para C.
albiceps (Faria et al., 1999; Faria & Godoy, 2001). Recentes estudos tém sido feitos na
tentativa de esclarecer como a predacdo intraguilda pode influenciar a dinamica de C.
albiceps (Gido, 2007). Nesse sentido, modelos matematicos e experimentacdo larval
tém sido combinados para investigar padrdes ecologicos da dindmica temporal, resposta
funcional e numérica em populacdes de C. albiceps.

A modelagem ecoldgica em populagdes de insetos tem se mostrado Otima
ferramenta para revelar padrdes comportamentais importantes para a dindmica
populacional, com implicacdes para a biologia da conservagdo e o controle de pragas
(Cushing, et al. 2003; Lima et al. 2009). Dipteros califorideos procriam-se em geragdes
discretas, exibindo alta sensibilidade em parametros demogréficos, que geralmente

estdo fortemente associados com o equilibrio das populagdes (Godoy, 2007). Os



modelos matematicos centrados na andlise do crescimento populacional de moscas
constituem poderosas ferramentas analiticas para descrever padrdes ecoldgicos
especialmente importantes para a interpretagdo demografica de espécies de importancia
médico-veterinaria e forense como ¢ o caso das moscas-varejeiras presentes na fauna de
dipteros necréfagos do Brasil (Godoy 2007).

Andlises teoricas através de um modelo matematico que incorpora o processo de
dependéncia de densidade e a estrutura espacial ja foram realizadas para investigar a
dindmica espaco-temporal de C. megacephala, C. albiceps, C. putoria e C. macellaria
(Reis et al., 1996; Godoy et al., 1997; Godoy et al., 2001). Os resultados indicam que as
espécies exoticas do género Chrysomya apresentam um ciclo limite estavel de dois
pontos, caracterizado pela oscilacdo entre dois valores representativos do tamanho
populacional em fun¢do do tempo, um méaximo e outro minimo. As espécies nativas, C.
macellaria e L. eximia, exibem um equilibrio estavel monotonico cujo significado
biologico ¢ a estabilizagdo do tamanho populacional em um Unico valor (Godoy et al.,
1996; Reis et al., 1996; Godoy et al., 2001; Silva et al. 2003, 2004). Estes resultados
sdo importantes no contexto da dindmica populacional, posto que uma nitida diferenca
no comportamento dindmico entre as espécies introduzidas e as espécies nativas foi
constatada.

Simulagdes feitas com o Modelo de Prout & McChesney demonstraram
também que a dindmica populacional de C. albiceps ¢é caracterizada por oscilagdes
irregulares, sugerindo regime caotico, quando o recurso alimentar ¢ acrescido de dieta
suplementar, constituida por larvas “presas” de outras espécies de moscas. Isto se da
pelo significativo aumento na sobrevivéncia e fecundidade, o que leva a populagdo a

produzir comportamentos mais complexos, como o caos (Gido, 2007). Chrysomya



albiceps parece ser a Unica espécie dentre as outras da familia Calliphoridae a exibir
comportamento cadtico em laboratério.

O comportamento cadtico exibido pela espécie também indica alto grau de
instabilidade, com implicagdo para a persisténcia populacional no contexto do paradoxo
do enriquecimento (Kato & Yamamura et al., 1999). O paradoxo do enriquecimento
constitui um enunciado que descreve o resultado da inser¢do de fonte alimentar
suplementar sobre sistemas bioldgicos. Com base na teoria populacional, empiricismo e
experimentacdo, o paradoxo ¢ encontrado quando a medida que a populacdo ¢
enriquecida perde a estabilidade (Kato & Yamamura et al. 1999). Recentemente Serra et
al. (2007b) analisaram a dindmica de extin¢cdo em C. albiceps, C. megacephala, C.
putoria, C. macellaria e L. eximia em contexto estocastico concluindo que sob varios
aspectos C. albiceps dentre todas investigadas ¢ a que mais exibe susceptibilidade a
extingdo local quando mantida sob escassez alimentar, a despeito do seu habito
predatorio.

Os modelos matematicos utilizados nos tltimos anos para analisar o equilibrio
populacional das espécies de moscas-varejeiras, apesar de ja incorporarem a estrutura
espacial investigada através de mapas acoplados em reticulados, nem sempre tém
incorporado dimensdes capazes de considerar a incerteza inerente de sistemas
complexos (Von Zuben et al. 1993; Godoy et al. 2001), exceto no estudo desenvolvido
por Castanho ef al. (2006), em que a dindmica metapopulacional de moscas-varejeiras €
analisada com a aplicag@o de subconjuntos Fuzzy e no estudo desenvolvido por Serra et
al. (2007), no qual se analisa a sensibilidade de parametros sujeitos a esstocasticidade
demografica.

Na abordagem cléssica, o exato tamanho populacional na geracdo futura pode

ser predito a partir do tamanho populacional da geragdo que a precede (Gotelli, 1995;



Hastings, 1997). Neste caso, a estimativa ¢ feita sem considerar qualquer variabilidade,
seja de natureza ambiental ou demografica. A variabilidade ¢ importante para sistemas
dindmicos ecoldgicos por duas razdes. Primeira, ndo ha ambientes naturais
absolutamente previsiveis no que diz respeito aos recursos disponiveis para seus
habitantes; segunda, os organismos provavelmente ndo respondem aos estimulos
ambientais de forma homogénea (Gurney & Nisbet, 1998).

Dessa forma, a introdu¢do de ferramentas que considerem incertezas em
modelos deterministicos, pode representar importante artificio para avaliar tanto padrdes
ecoldgicos, como a persisténcia populacional. H4 pardmetros demograficos que podem
exibir variagdes em seus valores, em func¢do de influencias ambientais ou de natureza
intra e interespecifica (Gotelli, 1995; Gurney & Nisbet, 1998). Dentre eles, destacam-se
a taxa de sobrevivéncia e a fecundidade em moscas-varejeiras, parametros essenciais
para analise do crescimento populacional (Prout & McChesney, 1985; Hastings, 1997;
Castanho ef al. 2006).

Além disso, os pardmetros demograficos em populacdes de moscas sdo
influenciados também por outros fatores, dentre os quais pode-se destacar a agdo de
farmacos, que sdo comumente ingeridos por humanos. Hé para este caso um interesse
especifico na 4rea de entomologia forense, ja que a influéncia deles sobre diferentes
caracteristicas biologicas em moscas pode ser claramente notada a partir de estudos
experimentais (Carvalho, et al. 2001, Soto, 2008; Grella & Thyssen, 2008). Modelar
populagdes bioldgicas de moscas-varejeiras ndo ¢ tarefa trivial, ainda que ndo se
considere a acdo de farmacos sobre pardmetros biologicos e demograficos. Assim, a
inser¢do destes pardmetros no sistema, visando a criagdo de banco de dados para a
ciéncia forense, torna a andlise mais complexa, demandando técnicas de alta

sensibilidade para incorporar todos os processos importantes no sistema.



Os subconjuntos Fuzzy constituem um arcabougo tedrico adequado para analisar
incertezas oriundas de sistemas que exibem grande variabilidade, sobretudo em
populagdes em que os componentes sdo heterogéneos relativamente a alguma
caracteristica (Bassanezi, 2002). O termo Fuzzy ¢ considerado como expressdo da
incerteza, porém com base intuitiva e ndo probabilistica (Pedrycz & Gomide, 1998). Os
conceitos de subconjuntos Fuzzy e ldgica Fuzzy foram introduzidos em 1965 por Zadeh,
que desenvolvia pesquisa na area de engenharia. Sua intenc¢do foi propor uma estrutura
analitica para lidar com problemas que envolvessem linguagens subjetivas. A idéia era
apresentar alternativa para tratar de questdes especificas em sistemas dindmicos,
sobretudo as de dificil andlise por métodos mateméticos convencionais, 0s quais nao
eram adequados para investigar a subjetividade (Besdek, 1993).

Exemplos de aplicagdo de abordagem Fuzzy em populacdes de moscas-
varejeiras podem ser citados, com base em trés estudos recentes (Castanho et al., 2006,
Rashkovsky & Margaliot, 2006, Bianconi et al . 2010). O estudo desenvolvido por
Castanho ef al. (2006), foi uma aplicacdo sobre a dindmica de dois fragmentos
acoplados por migragdo, que resultou na analise do papel da migracdo local sob o efeito
da heterogeneidade ambiental em populagdes de dipteros califorideos.

A outra pesquisa foi desenvolvida para analizar a congruéncia entre a
abordagem Fuzzy e a regulacdo natural observada em populacdes de Lucilia cuprina
(Rashkovsky & Margaliot, 2006). O estudo desenvolvido por Bianconi et al. (2010)
buscou a comparacao entre metodologias analiticas associadas a teoria de redes neurais,
incluindo os subconjuntos Fuzzy, com vistas a modelagem da dindmica nutricional em
moscas-varejeiras. Os estudos mencionados resultaram em descri¢gdes bem definidas de

sistemas biologicos complexos, confirmando a adequabilidade dos subconjuntos Fuzzy



para aplicagdes em estudos centrados na dindmica populacional de insetos (Bianconi et
al., 2010).

Nada se conhece sobre o comportamento dindmico de moscas-varejeiras em
contato com fontes alimentares com substancias quimicas que de alguma forma possam
ser incorporadas ao sistema fisioldgico do inseto, principalmente no que diz respeito a
influéncia sobre as interacdes intraespecifica e interespecifica. A caréncia deste tipo de
informagdo da-se tanto no que diz respeito a experimentacao laboratorial, como no que
tange a modelagem matematica aplicada a dinamica populacional. Os estudos realizados
até o momento tratam exclusivamente da influéncia das substancias quimicas sobre o
tempo de desenvolvimento larval para a estimativa do IPM (Goff et al., 1993; Bourel et
al., 1999; Carvalho et al., 2001; O’Brien & Turner, 2003).

A estimativa do intervalo poés-morte ¢ de extrema importancia nas investigacdes
médico-criminais, mas o desconhecimento da acdo das drogas sobre a dindmica
populacional e comportamentos interativos, tais como competi¢do, canibalismo e
predacdo intraguilda, pode refletir-se na qualidade das inferéncias necessarias aos
peritos para a elaboragdo de laudos técnicos no contexto médico-legal. Ou seja, a agdo
das drogas pode interferir no comportamento dindmico das espécies alterando seus
padrdes de flutuacdo, bem como na dinamica de intera¢des interespecificas, com
implicagdes para a composi¢do da fauna necrofaga e também para a estimativa do
intervalo pos-morte.

Assim o objetivo geral deste estudo ¢ avaliar o efeito de substincias quimicas
sobre a dindmica populacional de C. albiceps, bem como sobre os mecanismos de
interagdo interespecifica inerentes da predacao intraguilda, combinando experimentacao

laboratorial e modelagem matematica. Com isso, espera-se compreender o espectro de



acdo de psicofarmacos sobre o comportamento dindmico e interativo de moscas-
varejeiras importantes no contexto forense.

Os resultados a serem obtidos trardo informagdes essenciais para o banco de dados
em formagdo no Estado de Sao Paulo, norteando pericias e aumentando a eficacia das
investigacdes na drea de medicina legal. No estudo pretende-se combinar
experimentacdo laboratorial munida de anélises das influéncias de psicofarmacos sobre

a dindmica populacional das moscas, com modelagem matemadtica e abordagem Fuzzy.

Os objetivos especificos deste estudo foram:

Investigar a dindmica populacional de C. albiceps sob a influéncia dos
farmacos anfetamina, fenobartital (Gardenal) e oxycodone.

Investigar a dindmica de interagdes em larvas predadoras de C. albiceps sobre
as presas C. megacephala e C. putoria, pela comparagdo das taxas de
predacao sob o efeito dos farmacos.

Analisar com modelos de respostas funcional, a dinamica populacional de C.
albiceps sob a influéncia dos farmacos.

Analisar a dindmica intra e interespecifica de C. albiceps sob agdo das drogas,

com aplica¢do da teoria de subconjuntos Fuzzy.



Dindmica de interagdes intra e interespecificas em moscas-varejeiras sob agdo de
psicofdrmacos:

Aplicagdes ecoldgicas no contexto forense

2. Materiais e métodos

2.1 Experimentagdo Laboratorial

2.1.1 Coleta e manutencao dos espécimes

Populagdes experimentais de moscas-varejeiras foram obtidas a partir de
exemplares coletados nas proximidades do Departamento de Parasitologia do Instituto
de Biociéncias da UNESP-Botucatu, Sao Paulo. Foram utilizadas carcacas de roedores
em decomposi¢do como substrato atrativo durante as coletas. Os exemplares coletados
foram anestesiados com baixa temperatura, identificados segundo a espécie e colocados
em gaiolas com armag¢do de madeira e tela de “nylon” (30x30x30 cm), formando assim
as populagdes em laboratdrio. As populacdes experimentais receberam agua e agucar ad
libitum e foram mantidas a 25 + 1°C, fotoperiodo de 12 horas e umidade relativa de
70%. As fémeas adultas foi fornecido figado bovino como fonte protéica suplementar,

j& que se tratam de espécies anautogenas (Linhares, 1988).

2.1.2 Meio de cultura e insercdo de farmacos

O substrato alimentar que foi utilizado para o desenvolvimento larval das espécies
estudadas foi o meio artificial a base de leite em pd, agar, levedura de cerveja, Nipagin e
caseina (Leal et al., 1982) adicionado de coracdo de galinha para o melhor
desenvolvimento de C. albiceps. As substincias quimicas utilizadas foram
medicamentos considerados drogas de abuso e que tem forte atuacdo no sistema

nervoso. O fenobarbital, que ¢ utilizado no tratamento de convulsdes tais como



epilepsia, status epiléptico, eclampsia, tétanos e espasmofilia, estd disponivel em
farmacias com os nomes comerciais de Gardenal® e Luminal®. A dose letal (DL)
oscila de 2 a 10 g/kg de massa corporal, podendo ocorrer intoxicagdo grave em adultos
com uma dose oral de 1g.

Foi utilizada a dosagem de 150mg/Kg de fenobarbital na dieta artificial, sendo o
controle somente a dieta artificial com a adicdo de coracdo de galinha, segundo Leal et
al. (1982). A outra droga utilizada foi o Cloridrato de Oxycodone, um opiodide
analgésico similar a morfina, prescrito para tratamento de dores moderada a intensa.
Esta disponivel em comprimidos, com os nomes comerciais de Percodan® e
Oxycontin®. A dose letal foi estipulada a partir dos dados encontrados na literatura de
Smg/Kg registrado a partir de casos de overdose (Burrows et al., 2003). No presente
estudo, cada comprimido contendo 40mg de Cloridrato de Oxycodone foi macerado e
solubilizado em 10 ml de agua destilada, para facilitar a sua adicdo ao meio de cultura.
Foi utilizada micropipeta modelo Jencons Sealpette® de 100 - 1000ul. Foi utilizada
somente a dose letal, visto j4 se saber pelos experimentos realizados por Grella &
Thyssen, (2008) que o crescimento larval de C. megacephala, C. putoria e C. albiceps
ndo apresenta diferenca significativa para as dosagens convencionalmente estabelecidas
(metade da dose letal, dose letal e dobro da dose letal).

A anfetamina, principal metabdlito da metanfetamina, foi utilizada considerando a
dose terapéutica de 0,07mg/Kg. A anfetamina utilizada neste estudo foi o padrio,
marca: RADIAN e estava diluida em metanol na proporcao 1:1. Para se ter o controle
dos resultados anfetaminicos, os experimentos foram desenvolvidos também com o
metanol para posterior comparacdo. Para este caso foi utilizada micropipeta modelo

Gilson pipetman® de 100 pl.



2.1.3 Efeito dos farmacos sobre a dindmica populacional intraespecifica de C.
albiceps

A competicdo larval intraespecifica do tipo explorativa foi estabelecida em
laboratério pela formacdo de seis densidades larvais, 100, 200, 400, 600, 800 e 1000,
com duas réplicas cada, desenvolvidas em 50g de dieta alimentar para o controle, 50g
de dieta juntamente com o Fenobarbital (150mg/Kg), 50g de dieta juntamente com
Cloridrato de Oxycodone (DLsg) e 50g de dieta com Anfetamina (0,07mg/Kg) e 50g de
dieta com metanol (0,07mg/Kg ). Este conjunto de densidades larvais ¢ adequado para
simular o processo de competi¢ao larval em espécies do género Chrysomya, produzindo
decréscimo em pardmetros demograficos em funcdo da densidade (Godoy et al. 2001).

A fecundidade foi estimada pela contagem do nimero de ovos por fémea,
expressa como a média didria de ovos, a qual ¢ baseada na extensdo do ciclo
gonotrofico das espécies de moscas do género Chrysomya (Linhares, 1988). Um
nimero minimo de vinte fémeas foi aleatoriamente retirado das gaiolas para cada
respectiva densidade. Os insetos foram mortos e dissecados para o registro do nlimero
de ovos por fémea. A sobrevivéncia foi estimada a partir do nimero de adultos

emergentes em cada densidade larval.

2.1.4. Efeito da predacio associada aos farmacos sobre a dindmica de C.
albiceps

Este experimento foi desenvolvido de forma similar ao anterior, exceto pela

adigdo de presas a dieta de C. albiceps. Dessa forma, a predacdo foi considerada e as

larvas de terceiro instar de C. albiceps foram submetidas as mesmas densidades larvais

mencionadas, 100, 200, 400, 600, 800 e 1000, com duas réplicas cada. As larvas foram

criadas em 50g de dieta artificial juntamente com as substincias quimicas e suas



respectivas doses, recebendo o equivalente ao peso do substrato remanescente, em
larvas de terceiro instar de C. megacephala. As larvas foram contaminadas com as
mesmas substincias quimicas da espécie predadora e respectivas doses, caracterizando
assim o processo de predacdo intraguilda (Rosa et al., 2004). Dessa forma, as larvas de
C. albiceps receberam suplemento na dieta, constituido pela adi¢cdo de presa, que
substituiu o substrato alimentar remanescente. Assim, as estimativas da fecundidade e
sobrevivéncia foram feitas segundo a mesma metodologia j& especificada no item

anterior.

2.1.5. Estimativa de frequéncia de predacio larval interespecifica

a) Sem escolha de presas

As taxas de predacdo larval interespecifica foram estimadas a partir do
acondicionamento de larvas de diferentes espécies aos pares (predador x presa) em
placas de Petri medindo (10 x 50 mm). Foram utilizadas larvas de terceiro instar tanto
para C. albiceps (larvas predadoras), como para C. megacephala (presas), controle e
contaminadas com substincias quimicas. As larvas foram introduzidas em placas de
Petri nas seguintes combinagdes:

Chrysomya albiceps com C. megacephala: 1 larva de terceiro instar (presa) x 1

larva de terceiro instar (predadora)

Para o experimento foram estabelecidas 40 repeti¢des, com larvas mantidas a 25 +
1°C, fotoperiodo de 12 horas e umidade relativa de 70%. O comportamento das larvas
foi constantemente observado durante trés horas e os instantes de predagdo por C.
albiceps registrados a cada 30 minutos. O comportamento predatério foi considerado

bem sucedido quando as larvas de terceiro instar de C. albiceps atingirem suas presas,



prendendo-as com seus espinhos e aparelho bucal para leva-las & morte e em seguida

ingeri-las (Faria et al., 1999; Faria & Godoy, 2001).

b) Com escolha de presas

Em cada placa de Petri foi introduzida uma larva de terceiro instar de C. albiceps

e duas larvas de terceiro instar das diferentes espécies de presas, caracterizando uma
interacdo em que a predadora tinha a possibilidade de escolha entre C. megacephala e
C. putoria visto que todas as larvas foram contaminadas com substancias quimicas.
Foram estabelecidas 40 repeti¢des para cada combinagdo (n = 40), com as placas de
Petri sendo colocadas em bancadas iluminadas ¢ mantidas nas mesmas condi¢des
experimentais especificadas anteriormente. O comportamento das larvas foi observado
conforme o item anterior.

2.1.6. Estimativa das respostas funcionais

Ao atingirem o terceiro instar, larvas de C. megacephala contaminadas com as
drogas foram distribuidas em placas de Petri de acordo com as densidades especificadas
a seguir. O delineamento experimental seguiu o padrdo inicialmente determinado para
estimativas de resposta funcional (Faria et al. 2004a, b). Assim, cinco densidades de
larvas de terceiro instar de C. megacephala, denominadas “presas” neste estudo, foram
estabelecidas com 10, 20, 30, 40, e 50, larvas. Diferentes densidades de predadoras
foram utilizadas, com um experimento utilizando apenas uma larva, e o outro, cinco
larvas de terceiro instar de C. albiceps confinadas com as larvas de terceiro instar de e
C. megacephala nas densidades e tratamentos acima.

Foram estabelecidas 7 réplicas para cada densidade. As larvas foram

acondicionadas nos frascos ja mencionados. Os frascos foram mantidos sobre bancadas



nas mesmas condi¢cdes experimentais mencionadas, e apos um periodo total de 24 horas,
foram registrados os numeros de presas mortas por placa (Faria et al., 2004a, b).

2.2. Analise estatistica

Regressoes exponenciais para fecundidade e sobrevivéncia como fungdes da
densidade larval foram ajustadas aos dados, por ja se conhecer de estudos prévios a sua
adequabilidade analitica, caracterizada por produzir melhores ajustes que as regressdes
lineares ou hiperbdlicas (Reis et al., 1996; Godoy et al., 1997, 2001). Além disso, o
decréscimo na fecundidade em funcdo da densidade larval pode ser visto
biologicamente como um processo de Poisson, o qual ¢ usualmente descrito pela fungdo
exponencial (Rodriguez, 1989).

Para a andlise dos resultados obtidos na estimativa de frequéncia de predagdo
larval foram consideradas como varidveis explicatorias os farmacos e a espécie da
presa. As interagdes ndo significativas foram excluidas. O software estatistico R (R
version 2.9.2, R Development Core Team 2006) foi empregado para avaliar as taxas de
predacdo com e sem escolha de presas para todos os tratamentos com Modelos Lineares
Generalizados (GLM), usando a regressdo binomial. Foram analisadas as influéncias
das variaveis: droga e espécie. A interacdo das varidveis foi significativa.

2.2.1. Parametros da resposta funcional

A estimativa dos pardmetros das fungdes ndo lineares foi inicialmente feita
através de regressdo logistica polinomial, pelo método de verossimilhanga méxima
(Juliano, 2001). A estimativa objetivou a determinagdo dos padrdes usuais de resposta
funcional mais freqiientes em populagdes de insetos, ou seja: assintotico (tipo II) e
sigmoide (tipo III). Dois parametros da fungdo sdo essencialmente utilizados para a
investigagdo paramétrica, P; e P,. Se P; > (0 e P, < ( a propor¢ao de presas consumidas

¢ positivamente dependente da densidade, o que sugere uma resposta funcional do tipo



III. Se P; < 0 a propor¢ao de presas consumidas declina monotonicamente com o

numero inicial de presas oferecidas descrevendo a resposta funcional do tipo II (Juliano,

2001).

Assim, os dados foram experimentalmente obtidos para a estimativa da resposta
funcional em C. albiceps mediante duas densidades de predadores. Uma descrevendo a
relacdo de uma tUnica larva predadora sobre as densidades de 10, 20, 30, 40 e 50 presas

(C. megacephala), submetidas aos tratamentos com os farmacos e a outra com 5 larvas

predadoras. Os dados foram ajustados a fun¢@o polinomial que descreve as relagdes

entre o nimero de presas consumidas em fun¢do da densidade. A funcdo polinomial ¢

escrita como:
L. exp (Po+ Py Li+ P LI+ PsLY)
L, 1+exp(Py+PL + P;Lf + Pgﬂ?f"

Os parametros Py, P; ,P, e P; determinam respectivamente o intercepto € os
coeficientes linear, ctiibico e quadratico pelo método de maxima verossimilhanga. A
expressdo cubica ¢ geralmente empregada para determinar o formato da resposta

funcional do tipo III por produzir boa precisdo no ajuste da funcdo (Trexler et al.,

1988). L. e L; determinam respectivamente o niimero de larvas consumidas e o nimero

inicial de larvas.
2.3. Modelo matematico e subconjuntos Fuzzy
2.3.1. Dependéncia da densidade (Modelo de Prout & McChesney, 1985)

A dinadmica populacional foi simulada empregando diagramas de bifurcag¢do sobre
o modelo matematico de Prout & Mchesney (1985) para descrever a variacdo dos
tamanhos populacionais em fun¢do do espaco paramétrico da fecundidade e

sobrevivéncia de C. albiceps. Os tratamentos cujos dados foram utilizados nas

simulagdes foram apenas os que exibiram decréscimos significativos para a



sobrevivéncia, fecundidade, bem como ajustes satisfatorios a fun¢do exponencial
(Tabelas 1 e 2).

O modelo matematico desenvolvido por Prout & McChesney (1985) considera o
retardo devido a competicdo larval na geracdo ¢, nos parametros fecundidade (F) e
sobrevivéncia (S), na geragdo subseqliente (¢+/), sendo, portanto uma equagdo de

diferenca finita de primeira ordem, escrita como:
1
=5 F )8 )n,, (1)

onde a fracdo /2 indica que metade da populagdo ¢ constituida por fémeas.

A taxa de variacdo da fecundidade e sobrevivéncia sera estimada pela regressao
exponencial que pode ser escrita como F = F" e para fecundidade ¢ S = S* ¢ para
sobrevivéncia. F~ ¢ S sdo os interceptos da analise de regressio que representam
valores maximos (teoricos) de fecundidade e sobrevivéncia, e f e s sdo os coeficientes
de regressdo que estimam a taxa de variagcdo da fecundidade e sobrevivéncia em fungdo
da densidade de imaturos. Assim, aplicando as func¢des exponenciais a equacdo (1),

temos

1

= —F'S"eV*n, (2)

A expressao geral para o autovalor (A) associado a equacdo (1) ¢ obtida pela derivada de
N+ em relacdo a N, avaliada em k, que descreve o numero de imaturos em equilibrio.

Assim, o autovalor (A) determina o tipo de equilibrio populacional pela equagao:

AFG)| 1 @S0
i dN

o n=k ton,=k

A= EkS(k) (3)



O comportamento dindmico de C. albiceps pode entdo ser deduzido pela equagio (3).
Se (A) for menor que 1, em moédulo, o equilibrio € entdo estavel e monotonico. Valores

maiores que 1 denotam comportamentos ciclicos e até mesmo o caos deterministico.

2.3.2. Fundamentagdo para aplicacdo da teoria de subconjuntos Fuzzy nos sistemas

intra e interespecificos

Com base na exposic¢ao tedrica apresentada por Bassanezi (2002) em seu livro
texto quando trata de modelos variacionais Fuzzy, € possivel extrair inferéncias com
vistas a aplicacdes da teoria em contextos diferentes. Quando se pretende modelar
populagdes em que os integrantes sdo heterogéneos no que tange a diferentes aspectos, ¢
essencial considerar as caracteristicas da heterogeneidade ao longo de um processo
evolutivo. Por exemplo, em populacdes animais a predacdo ¢ um tipo de interacdo
inerente de alguns grupos taxondmicos. Se considerarmos uma populacdo de predadores
no instante 7y, sujeita a alguma taxa de mortalidade, ¢ natural que se queira saber da sua
projecdo em instantes futuros. Considerando que individuos de uma dada populacdo
podem ser simplesmente predadores ou nao predadores, a questdo pode ser resolvida
com um modelo deterministico, analisando-se separadamente ambas as populacdes. Se
por outro lado tem-se uma distribuicdo de probabilidades dos individuos predadores,
pode-se usar modelagem estocéstica para estudar a evolucdo da distribui¢do inicial.

Contudo, se o comportamento predatdrio ndo for definitivo, ou depender da
disponibilidade de alimento convencional, qualidade das presas, densidade de
predadores ou presas, como ocorre em sistemas como, por exemplo, o da predagdo
intraguilda em moscas-varejeiras, ¢ bastante razodvel pressupor que a interagdo
interespecifica deve ser graduada. Neste caso, cada individuo pertencente a populacdo

de predadores recebe grau especifico de pertinéncia. Se ndo for predador seu grau ¢



zero, porém se sua atuacdo como predador for durante periodos de completa escassez
alimentar sobre recursos convencionais, o grau poderia ser o0 maximo, 1 por exemplo.
No presente estudo, além da predacdo intraguilda o efeito de dosagens de farmacos
também foi avaliado por diferentes graus, no tocante a acdo delas sobre as larvas de
moscas.

Um subconjunto Fuzzy A de um conjunto U ¢ caracterizado por uma fungao p a:
U— [0,1], chamada grau de pertinéncia, onde u A (x) atribui o grau com que o elemento
x pertence ao subconjunto Fuzzy A. u A (x) indica o grau com que o elemento x de U
estd em “concordancia” com o conceito que caracteriza os “elementos” de A. Se A for
um subconjunto classico de U, entdo os unicos valores de uy (x) sdo um ou zero,
dependendo se o elemento x estd ou ndo em A.

Os modelos variacionais Fuzzy tendem a incorporar subjetividades (Fuzziness)
diferentes, dependendo da escolha da varidvel de estado e dos pardmetros dos modelos.
A subjetividade demografica ocorre quando a varidvel de estado ¢ um subconjunto
Fuzzy. Ja, a subjetividade ambiental aparece quando somente os parametros sdo
considerados subconjunto Fuzzy. Contudo, ambas geralmente estdo presentes em
fenomenos bioldgicos.

Uma variavel lingiliistica Fuzzy ¢ uma varidvel cujo valor & expresso
qualitativamente por um termo lingiiistico e quantitativamente pela sua funcdo de
pertinéncia. Por exemplo, se a varidvel lingiiistica for populag¢io, pode-se lhe atribuir o
termo lingiliistico “pequena” e a correspondente funcdo de pertinéncia, ambos
concordando com o contexto. Regras Fuzzy descrevem situagdes especificas e sua
inferéncia leva a resultados geralmente desejados. Apresentam a estrutura “Se”
antecedente e “entd0”, conseqiiente. Base de regras ¢ considerada um conjunto de

regras que descreve um sistema. Uma relagdo Fuzzy R entre duas varidveis,x EXey €



Y, ¢ definida por uma fun¢do que mapeia o par ordenado (x, y) € X x Y no seu grau de
pertinéncia para a relacdo, ou seja, R: X x Y — [0, 1].

Os sistemas baseados em regras Fuzzy descrevem linguisticamente a
complexidade de dado sistema. A estrutura de um sistema baseado em regras Fuzzy

pode ser compreendida pelo diagrama da figura 1.

Base de regras

Fuzzificagdo Defuzzificagdo

v

Inferéncia Fuzzy

L »
Subconjuntos
Subconjuntos Fuzzyem Z
Fuzzy em

Xx7Y

Fig. 1 Arquitetura de um sistema Fuzzy

Sistemas com este formato utilizam uma parti¢do Fuzzy dos dominios das varidveis
de entrada e de saida. O objetivo ¢ associar cada subconjunto Fuzzy do dominio de
entrada com o subconjunto Fuzzy conveniente do dominio de saida. O método de
inferéncia determina a forma operacional do sistema baseado em regras Fuzzy. Ele ¢ um
mapeamento do valor de entrada no valor de saida.

Inferéncia de Mamdani

A teoria dos conjuntos Fuzzy por muito tempo permaneceu incompreendida. Em
meados dos anos 70, Mandani a utilizou para projetar controladores Fuzzy na industria
(Mamdani, 1974; Mamdani & Assilan, 1975). Até entdo, ndo se tinha conseguido

automatizar maquinas com outras técnicas de controle. O método de inferéncia



proposta por Mandani tornou-se o modelo mais utilizado, ja que possui a vantagem de
ser intuitivo, amplamente aceito e o mais indicado para trabalhar com entradas a partir
de informagdes de um especialista. A inferéncia de Mamdani combina graus de
pertinéncia com cada valor de entrada por um operador minimo e agrega as regras
através de um operador maximo. Neste método, a saida ¢ construida pela superposi¢dao
dos “conseqiientes” das regras individuais. A base de regras pode entdo ser:

Regral: SexéX eyé Y, entaoz ¢ Z

Regra2: Sex¢ X' eyé Y',entdoz ¢ Z".

O método descrito pela Figura 2 tem um conjunto Fuzzy como saida. O processo
que converte este conjunto em valor numérico € conhecido como defuzificacao.

O método “centro de gravidade”, escrito como:

_ ﬁ:.{"{f]d:
o [,C2)

onde R ¢ a area sombreada na Figura 2, foi o empregado no presente estudo. A base de
regras para o presente estudo foi estabelecida a partir das informacgdes proprias do

sistema investigado e dos resultados obtidos na parte experimental.



Regra 1

Regra 2

2.3.3. Simulagdo numérica

A partir das estimativas obtidas em laboratério e pela obtencdo dos valores
gerados nas regressoes estatisticas, as simulagcdes foram feitas para a determinacdo do
impacto da predagdo de C. albiceps sobre C. megacephala, na dindmica populacional de
C. albiceps. A modelagem baseada no subconjunto Fuzzy foi realizada empregando o
software MATLAB versdo 7.0.1 (MathWorks, 2004).

As varidveis linguisticas de entrada no sistema foram: densidades, predagdo e
farmacos. E as varidveis de saida foram fecundidade e sobrevivéncia. Os termos
lingliisticos atribuidos para densidade foram classificados em baixa, média e alta (Fig.

3). Para predacdo, ausente ou presente (Fig. 4) e para os farmacos, ausente e presente




(Fig. 5). A fecundidade e sobrevivéncia foram classificadas como, baixa, média e alta

(Figs. 6 e 7).
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Fig. 4. Fungdo de pertinéncia associada a segunda

variavel de entrada.
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farmacos , variaveis de entrada.
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Fig. 7. Funcdo de pertinéncia associada a

segunda varidvel de saida.

As regras Fuzzy foram escritas da seguinte forma:

1. Seadensidade é baixa entdo a fecundidade € alta e a sobrevivéncia ¢ alta. (1)

2. Se adensidade ¢ média entdo a fecundidade é média e a sobrevivéncia ¢ alta. (1)

3. Se adensidade é baixa entdo a fecundidade ¢ baixa e a sobrevivéncia é baixa. (1)

4. Se a densidade é baixa e a predacdo ¢é presente entdo a fecundidade ¢é alta e a
sobrevivéncia é média. (1)

5. Se a densidade é média e a predagdo ¢ presente entdo a fecundidade é alta e a
sobrevivéncia é média. (1)

6. Se a densidade ¢ alta e a predagdo ¢ presente entdo a fecundidade ¢ média e a predagdo é
média. (1)

7. Se a densidade é baixa e a anfetamina ¢ presente entdo a fecundidade ¢é alta e a
sobrevivéncia ¢ alta. (1)

8. Se a densidade é média e a anfetamina é presente entio a fecundidade ¢ baixa e a
sobrevivéncia é média. (1)

9. Se a densidade ¢é alta e a anfetamina ¢ presente entdo a fecundidade ¢ baixa ¢ a

sobrevivéncia é baixa. (1)



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Se a densidade ¢ baixa, e a predagdo e anfetamina sdo presentes entdo a fecundidade ¢ alta
e a sobrevivéncia ¢€ alta. (1)

Se a densidade ¢ média e a predagdo e a anfetamina sdo presentes entdo a fecundidade é
média e a sobrevivéncia ¢ alta. (1)

Se a densidade ¢ alta e a predacdo a anfetamina sdo presentes entdo a fecundidade ¢ baixa
e a sobrevivéncia € baixa. (1)

Se a densidade ¢ baixa e o fenobarbital ¢ presente entdo a fecundidade ¢ média e a
sobrevivéncia ¢ alta. (1)

Se a densidade ¢ media e o fenobarbital é presente entdo a fecundidade ¢ média e a
sobrevivéncia é média. (1)

Se a densidade ¢ alta e o fenobarbital é presente entdo a fecundidade ¢ baixa e a
sobrevivéncia é baixa. (1)

Se a densidade ¢ baixa e a predagdo e o fenobarbital sdo presentes entdo a fecundidade é
média e a sobrevivéncia € baixa. (1)

Se a densidade ¢ média e a predagdo e o fenobarbital sdo presentes entfo a fecundidade é
alta e a sobrevivéncia ¢é baixa. (1)

Se a densidade ¢ alta e a predacdo e o fenobarbital sdo presentes entdo a fecundidade é
alta e a sobrevivéncia ¢é baixa. (1)

Se a densidade ¢ baixa e o oxycontin ¢ presente entdo a fecundidade ¢é alta e a
sobrevivéncia ¢ alta. (1)

Se a densidade ¢ média e o oxycontin € presente entdo a fecundidade é baiza e a
sobrevivéncia é baixa. (1)

Se a densidade ¢ alta e o oxycontin é presente entdo a fecundidade é média e a
sobrevivéncia é baixa. (1)

Se a densidade ¢ baixa e a predag@o e o oxycontin sdo presentes entdo a fecundidade ¢ alta
e a sobrevivéncia ¢€ alta. (1)

Se a densidade ¢ média e a predacdo e o oxycontin sdo presentes entdo a fecundidade é
média e a sobrevivéncia ¢ alta. (1)

Se densidade ¢ alta e a predacdo e o oxycontin sdo presentes entdo a fecundidade ¢é alta e a

sobrevivéncia é baixa. (1)



25.

26.

27.

28.

29.

30.

Se a densidade ¢ baixa e o metanol ¢ presente entdo a fecundidade ¢ alta e a sobrevivéncia
¢é alta. (1)

Se a densidade ¢ média e o metanol é presente entdo a fecundidade é baixa ¢ a
sobrevivéncia é média. (1)

Se a densidade ¢ alta e o0 metanol ¢ presente entdo a fecundidade € baixa e a sobrevivéncia
¢ baixa. (1)

Se a densidade ¢ média e a predagdo e o metanol sdo presentes entdo a fecundidade ¢ alta
e a sobrevivéncia ¢€ alta. (1)

Se a densidade é média e a predagdo e o metanol sdo presentes entdo a fecundidade € alta
e a sobrevivéncia ¢ média. (1)

Se a densidade ¢ alta e a predacdo e o metanol sdo presentes entdo a fecundidade é média

e a sobrevivéncia € baixa. (1)



Dindmica de intera¢des intra e interespecificas em moscas-varejeiras sob agdo de
psicofdrmacos:

Aplicagdes ecoldgicas no contexto forense

3. Resultados e discussao

3.1. Efeito de farmacos sobre o comportamento dinamico de C. albiceps

Simulagdo com o Modelo de Prout & McChesney, 1985

O diagrama de bifurcagdo para a fecundidade, produzido para C. albiceps com
larvas desenvolvidas em meio de cultura (tratamento controle), indica uma gama de
comportamentos dindmicos, desde o equilibrio estavel de um ponto, passando por ciclo
limite de dois, quatro, oito pontos, até exibir o comportamento caotico. (Fig 8). A
analise de bifurcacdo na figura 9 mostra o espectro de comportamentos dindmicos
produzidos pela variagdo da sobrevivéncia sobre a dindmica de C. albiceps no
tratamento controle, exibindo equilibrio estdvel de um ponto, ciclo limite de dois pontos
e ciclo limite de quatro pontos. A figura 10 apresenta o diagrama de bifurcacdo para o
grupo com fenobarbital exibindo equilibrio estdvel de um ponto para F > 0 e F < 16,
ciclos limite (16 < F < 33) e caos (33 < F < 40) para a fecundidade. Na figura 11, um
diagrama de bifurcagdo para sobrevivéncia no grupo com fenobarbital exibe apenas dois
comportamentos, equilibrio estdvel de um ponto e ciclo limite de dois pontos.

O diagrama de bifurcagdo para fecundidade (Fig. 12), produzido com adi¢do de
metanol indica a ocorréncia de apenas dois tipos de comportamento dindmico, equilibrio
estavel de um ponto e ciclo limite de dois pontos. Observa-se na figura 13 o diagrama
de bifurcacdo para sobrevivéncia no tratamento com metanol que exibe equilibrio
estavel de um ponto, ciclo limite de dois pontos e ciclo limite de quatro pontos. O
diagrama de bifurcacdo para a fecundidade, produzido para C. albiceps com larvas

desenvolvidas em meio de cultura com adi¢do de anfetamina indica somente dois



comportamentos dindmicos, equilibrio estdvel de um ponto e ciclo limite de dois pontos
(Fig. 14). Para a sobrevivéncia neste ultimo tratamento observa-se novos tipos de
equilibrio, além dos citados para a fecundidade no tratamento com anfetamina, a
sobrevivéncia exibe ciclo limite de quatro pontos (Fig. 15).

A Figura 16 mostra o diagrama de bifurcag¢do para o tratamento com cloridrato de
oxycodone (Oxycontin®) com inclusio C. megacephala como presa, exibindo
equilibrio estavel de um ponto para F > 0 e F < 17, ciclos limites (17 < F < 34) e caos
(34 < F < 40) para fecundidade. Para o0 mesmo tratamento o diagrama de bifurcacao
para a sobrevivéncia indica equilibrio estdvel de um ponto, ciclo limite de dois pontos,
ciclo limite de quatro pontos e ciclo limite de oito pontos (Fig. 17). A andlise dos
diagramas de bifurcacdo das Figuras 18 e 19 para a sobrevivéncia, no tratamento com
metanol e inclusdo de presas de C. megacephala, indica apenas dois comportamentos
dindmicos, equilibrio estavel de um ponto e ciclo limite de dois pontos.

Observa-se na figura 20 o diagrama de bifurcacdo para fecundidade no tratamento
anfetamina com inclusdo de presas de C. megacephala exibindo desde equilibrio estavel
de um ponto, ciclo limite de dois, quatro, oito pontos até¢ uma tendéncia para o caos. Na
figura 21 o diagrama de bifurcacdo para sobrevivéncia, produzido para o mesmo
tratamento citado acima exibe apenas dois comportamentos dinamicos, equilibrio
estavel de um ponto e ciclo limite de dois.

Comparando os diagramas de bifurca¢do produzidos sem a inclusdo de presas C.
megacephala a partir do controle com os tratamentos: fenobarbital, metanol e
anfetamina nota-se que para a fecundidade a dindmica complexa, caracterizada pelos
ciclos e pelo regime caotico ¢ antecipada, ou seja, a cascata de bifurcacdes inicia-se com
valores mais baixos de fecundidade, sob a acdo do psicofarmacos. Este resultado ndo ¢

encontrado quando metanol e anfetamina sdo incorporados ao meio de cultura. O



resultado para estes dois casos ¢ equilibrio estdvel de um ponto e ciclo limite de dois
pontos.

E importante mencionar que o metanol foi um controle positivo para a
anfetamina, pois a anfetamina estava diluida em metanol na propor¢do de 1:1. A
diferenca entre estas substancias produziu a antecipag@o do ciclo limite de dois pontos
para o tratamento com anfetamina. Contudo, nos graficos de bifurcagdo em que se
analisa sobrevivéncia como variavel independente, nota-se que a a¢do do fenobarbital
produz dois comportamentos, equilibrio de um ponto para os valores mais baixos e ciclo
limite de dois pontos para os valores superiores. Estes resultados diferem do tratamento
controle, tratamento com anfetamina e metanol, mostrando que para valores superiores
de sobrevivéncia o ciclo limite de quatro pontos pode ser encontrado.

Avaliando as simulacdes dos diagramas de bifurcacdo para psicofdirmacos com
adi¢do de presas de C. megacephala observa-se uma variedade de comportamentos
dindmicos para fecundidade nos tratamentos com cloridrato de oxycodone e anfetamina
caos para valores superiores. Este resultado difere do tratamento metanol com inclusdo
de presas, que exibe um ciclo limite de dois pontos. Contudo, no diagrama para a
sobrevivéncia, em cada tratamento citado acima com inclusdo de presas, observou-se
diferentes tipos de comportamento dindmico nos valores superiores. Para o tratamento
cloridrato de oxycodone com inclusdo de presas um ciclo limite de oito pontos foi
encontrado e o tratamento anfetamina com inclusdo de presas exibiu ciclo limite de
quatro pontos. O tratamento metanol com inclusdo de presas exibiu ciclo limite de dois
pontos.

3.1.2. Discussao

Diagramas de bifurcacdo foram empregados para descrever a variagdo dos
tamanhos populacionais em fungdo do espaco paramétrico da fecundidade e da

sobrevivéncia de C. albiceps. O uso desta ferramenta analitica para investigar a



sensibilidade de parametros demograficos tem sido freqiiente, tanto em estudos com
moscas-varejeiras (Godoy et al. 1996; Serra et al. 2007), como em besouros (Cushing et
al. 2003). A ferramenta ¢ bastante util j4 que mostra toda a variacdo dos valores dos
pardmetros para uma unica descri¢do (Edelstein-Keshet, 1988).

Os resultados obtidos para o controle experimental mostram para a fecundidade
toda a gama de comportamentos possiveis de serem obtidos, desde o equilibrio estavel,
passando por ciclos até atingir o caos. Ja o diagrama que descreve a sobrevivéncia como
variavel independente apresenta a mesma cascata de comportamentos, porém atingindo
no maximo um ciclo limite de oito pontos. Estudos prévios com moscas-varejeiras ja
revelaram resultados similares, sempre indicando que a fecundidade ¢ o pardmetro
demografico com maior sensibilidade para exibir comportamentos complexos, tais
como ciclos e caos (Godoy et al. 1996; Godoy et al. 2001).

A adic¢do do fenobarbital no meio de cultura oferecido as moscas sugere que o
farmaco ndo gera mudanga qualitativa para fecundidade, ou seja, o0 mesmo espectro de
comportamentos dinamicos exibidos no controle aparece nos resultados. O efeito
encontrado sobre a fecundidade foi apenas a antecipagdo das bifurcagdes. Ja para a
sobrevivéncia o efeito parece ter sido mais pronunciado, gerando estabilizagdo no
sistema, confirmada pela exibicdo de apenas dois tipos de comportamento dindmico,
equilibrio estavel de um ponto e ciclo limite de dois pontos.

O psicofarmaco anfetamina e o seu controle positivo (metanol) adicionado ao
meio de cultura geraram efeitos estabilizadores para a fecundidade em relagdo ao
tratamento controle, j4 o sistema ficou restrito a uma Unica bifurca¢do. A excecdo foi
para o tratamento com anfetamina, que antecipou o ciclo limite de dois pontos em
relacdo ao metanol. Nao sdo muitas as pesquisas ja realizadas com este enfoque. Porém,

os poucos resultados existentes indicam alterag¢do na estabilidade das populagdes.



Moe et al.(2002) mostraram que doses subletais de cddmio torna a dindmica
populacional mais estavel, o que poderia levar a uma maior persisténcia populacional.
No entanto, como as densidades médias foram reduzidas nas populacdes tratadas com
caddmio, os individuos estdo mais sujeitos a extingdo através dos processos
demograficos estocéasticos Moe et al., 2002). No presente estudo, para a analise de
sensibilidade da sobrevivéncia, o tratamento submetido a anfetamina e seu controle
positivo (metanol) exibiram resultados com comportamento semelhante ao controle,
apresentando até ciclo limite de quatro pontos nos valores superiores para a
sobrevivéncia.

Os parametros demograficos, fecundidade e sobrevivéncia sdo altamente
dependentes da densidade e os fAirmacos ou qualquer substancia tdxica podem interferir
na sensibilidade dos parametros que governam a dindmica das espécies. Forbes et al.
(2001) revisaram diversos experimentos € constataram que o delineamento experimental
¢ de extrema importancia para este tipo de estudo, podendo influenciar os resultados. Os
efeitos da exposi¢do as substincias toxicas sdo complexos para serem avaliados a
campo, pois geralmente induzem diversos tipos de interacdes entre toxicos e a
dependéncia da densidade, atenuando ou acentuando o efeito dela sobre a populagdo.
Este aspecto foi decisivo para que o presente trabalho fosse delineado e desenvolvido
em laboratorio.

Pouco se sabe a respeito dos efeitos toxicos sobre a dependéncia da densidade
nos insetos, mas alguns estudos, como o de Gui & Grant (2008) demonstram o efeito do
toxico sobre a dependéncia da densidade e vice-versa. Além disso, examinam possiveis
mecanismos de compensacdo entre os fatores e também os efeitos sinérgicos quando
avaliados em conjunto. O presente estudo ndo teve o proposito de avaliar o efeito dos

farmacos sobre a dependéncia da densidade, mas indiretamente o efeito foi avaliado



através dos parametros demograficos fecundidade e sobrevivéncia, que sdo funcdes
dependentes da densidade.

Como no estudo desenvolvido por Gui & Grant (2008) observou-se a
susceptibilidade da populagdo ao estresse da dependéncia da densidade, quando
populagdes eram submetidas a acdo das substincias quimicas. Moe et al. (2002)
expuseram populacdes de Lucilia sericata ao cadmio e avaliaram dentre outros fatores,
a sobrevivéncia, como no presente estudo. Sob baixas densidades as taxas demograficas
decresceram com o efeito do cddmio. Mesmo com a alta toxicidade para L. sericata,
quando as populacdes foram expostas a altas densidades, o resultado foi positivo,
contribuindo com a elevacdo dos valores dos parametros. Assim, pode-se dizer que
houve uma reacdo compensatdria sobre dependéncia da densidade.

Quando a predacao passou a ser considerada no sistema com a inclusdo das presas
C. megacephala sujeitas a agdo dos psicofarmacos na dieta da espécie predadora C.
albiceps , esta juncao de fatores contribuiu para o efeito desestabilizador na fecundidade
para o tratamento com anfetamina, produzindo comportamento bem diferente do
sistema sem predacdo. J& o controle positivo da anfetamina, o metanol, ndo gerou
mudanga qualitativa no diagrama de bifurcacdo para fecundidade se comparado ao
experimento sem predacao.

O cloridrato de Oxycodone com inclusdo de presas ndo exibiu mudancgas
qualitativas para fecundidade em relacdo ao controle, mantendo o mesmo espectro do
comportamento dindmico, com a producdo de efeitos desestabilizadores. Ja para a
sobrevivéncia obteve-se um resultado diferente dos outros tratamentos apresentados
acima, evidenciando ciclo limite de oito pontos. O cloridrato de Oxycodone com
inclusdo de presas ndo exibiu mudancas qualitativas para fecundidade em rela¢do ao

controle, mantendo o mesmo espectro do comportamento dindmico, com a produgdo de



efeitos desestabilizadores. Ja para a sobrevivéncia obteve-se um resultado diferente dos
outros tratamentos apresentados acima, evidenciando ciclo limite de oito pontos.

Gido, 2007 observou comportamentos mais complexos, tais como e ciclos e caos,
resultantes da adicdo de presas no sistema, contudo sem a adi¢do de farmacos. Os
resultados encontrados t€ém valor no d&mbito ecologico, sobretudo se forem examinados
no contexto de persisténcia populacional. A literatura focada em questdes ecoldgicas
desta natureza salienta freqiientemente a associa¢cdo da susceptibilidade a extingdo local
para populagdes sujeitas ao regime caotico. Este resultado sugere que as populagdes
podem sofrer significativa influéncia do farmaco sobre a dindmica, com implicag¢des
para a persisténcia local.

Um estudo recente propOs a andlise estocdstica em cinco espécies de moscas
varejeiras, C. albiceps, C. megacephala, C. putoria, C. macellaria e L. eximia (Serra et
al., 2007b). Os resultados encontrados sugerem que C. albiceps ¢ a espécie que
apresenta maior susceptibilidade a extin¢do local quando ndo considerada a agdo a

predacado intraguilda exercida pela espécie.

Tabela 1. Andlise de regressdao exponencial da fecundidade e sobrevivéncia para os
tratamentos controle, fenobarbital, metanol ¢ anfetamina sem adicdo de

presas.

Controle Fenobarbital Metanol Anfetamina
F S F S F S F S
Interceptores em y 26,74 0,81 22,87 0,90 27,12 0,54 27,45 0,60
Coeficiente de 0,0009 0,00163 0,0006 0,002 0,0009 0,001 0,0009 0,001
regressao
¥ 0,66 0,80 0,54 0,90 0,65 0,90 0,61 0,89
ANOVA 445 40,60 264 94,64 414 80,59 345 81,53

P <0.001, F = fecundidade S = Sobrevivéncia



Tabela 2. Andlise de regressdao exponencial da fecundidade e sobrevivéncia para os
tratamentos cloridrato de oxycodone, fenobarbital, metanol e anfetamina

com adicdo de presas C. megacephala.

Cloridrato de Metanol Anfetamina
Oxycodone
F S F S F S

Interceptores em y 29,15 0,87 23,34 0,57 28,14 0,77
Coeficiente de 0,0008 0,002 0,0006 0,001 0,0009 0,001

regressao
Y 0,54 0,83 0,50 0,86 0,59 0,89
ANOVA 228 48,98 216 63,31 272 70,97

P <0.001, F = fecundidade S = Sobrevivéncia
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Fig.8. Analise de bifurcagio mostrando o espectro de
comportamentos  dindmicos  produzidos pela
variagdo da fecundidade sobre a dindmica de C.

albiceps no tratamento controle.
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Fig.9. Analise de bifurcagio mostrando o espectro de
comportamentos  dindmicos  produzidos pela
variagdo da sobrevivéncia sobre a dinamica de C.

albiceps no tratamento controle.



3000

2500 -

2000 -

= 1800 -

1000

500 -

il 5 10 15 20 25 30 35 40
Fecundidade

Fig.10. Analise de bifurcagdo mostrando o espectro de
comportamentos dindmicos produzidos pela variagdo da
fecundidade sobre a dindmica de C. albiceps no

tratamento com fenobarbital (150mg/kg).
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Fig.11. Analise de bifurcagdo mostrando o espectro de
comportamentos dindmicos produzidos pela variagdo da
sobrevivéncia sobre a dindmica de C. albiceps no

tratamento com fenobarbital (150mg/kg).
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Fig.12. Andlise de bifurcagdo mostrando o espectro de
comportamentos dindmicos produzidos pela variagdo da
fecundidade sobre a dindmica de C. albiceps no
tratamento com metanol (0,07mg/kg).
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Fig.13. Analise de bifurcagio mostrando o espectro de
comportamentos dindmicos produzidos pela variagdo da
sobrevivéncia sobre a dindmica de C. albiceps no

tratamento com metanol (0,07mg/kg).
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Fig.14. Andlise de bifurcagdo mostrando o espectro de
comportamentos dindmicos produzidos pela variagdo da
fecundidade sobre a dindmica de C. albiceps no

tratamento com anfetamina (0,07mg/kg).
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Fig.15. Andlise de bifurcagdo mostrando o espectro de

comportamentos dindmicos produzidos pela variagdo da

sobrevivéncia sobre a dindmica de C. albiceps no

tratamento com anfetamina (0,07mg/kg).
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Fig.16. Analise de bifurcagio mostrando o espectro de
comportamentos dindmicos produzidos pela variacdo da
fecundidade sobre a dinamica de C. albiceps no tratamento
com cloridrato de oxycodone (DLsj) com inclusdo de presa

C. megacephala.
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Fig.17. Analise de bifurcagdo mostrando o espectro de comportamentos
dindmicos produzidos pela variagdo da sobrevivéncia sobre a dindmica
de C. albiceps no tratamento com cloridrado de oxycodone (DLs;) com

inclusdo de presa C. megacephala.
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Fig.18. Analise de Dbifurcagio mostrando o espectro de
comportamentos dindmicos produzidos pela variagdo da
fecundidade sobre a dindmica de C. albiceps no tratamento
com metanol (0,07mg/kg) com inclusdo de presa C.

megacephala.
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Fig.19. Analise de bifurcagdo mostrando o espectro de comportamentos
dindmicos produzidos pela variacdo da sobrevivéncia sobre a
dindmica de C. albiceps no tratamento com metanol (0,07mg/kg)

com inclusdo de presa C. megacephala.
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Analise de bifurcagdio mostrando o espectro de
comportamentos dindmicos produzidos pela variagdo da
fecundidade sobre a dindmica de C. albiceps no tratamento
com anfetamina (0,07mg/kg) com inclusdo de presa C.

megacephala.
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Analise de bifurcagdio mostrando o espectro de
comportamentos dindmicos produzidos pela variagdo da
sobrevivéncia sobre a dinamica de C. albiceps no tratamento
com anfetamina (0,07mg/kg) com inclusdo de presa C.

megacephala.



3.2. Estimativa de freqiiéncia de predagdo larval interespecifica

Resultados e discussao

O maior percentual de larvas de C. megacephala predadas por C. albiceps em 180
minutos ocorreu para populagdes tratadas com Oxycontin, seguido por metanol,
fenobarbital e anfetamina (Tabela 3). O menor percentual se deu sobre o controle.
Contudo, a diferenga somente foi significativa quando foram comparados o grupo
controle e o Oxycontin (Tabela 6). A comparacdo entre os controles de C. megacephala
e C. putoria ndao nao revelou diferenca significativa (Tabela 6). Estes resultados
sugerem que os farmacos, em especial o Oxycontin, podem aumentar a atividade de
predagdo em C. albiceps quando a opgdo de presa for somente C. megacephala. Os
resultados também sugerem que Fenobarbital e Metanol aceleram o consumo de larvas
de C. megacephala, visto que os resultados indicam altos percentuais de consumo de
presa ap6s 30 minutos (Tabela 3).

Para C. putoria, o maior percentual de larvas predadas apos 180 minutos foi
observado sobre larvas tratadas com Anfetamina, seguida de Oxycontin, Metanol,
Controle de Fenobarbital (Tabela 4). Assim, neste experimento as larvas que receberam
fenobarbital foram as que menos predaram. Contudo, as compara¢des mostram que a
diferenca ¢ significativa somente entre controle e Oxycontin e controle ¢ Anfetamina
(Tabela 7). Destaca-se aqui a Anfetamina como o firmaco que mais acelerou o ataque
de C. albiceps sobre C. putoria, resultando em alto percentual ap6s 30 minutos (Tabela
4). Avaliando a interacdo entre os fatores farmaco e espécie, ndo se observou efeito
significativo ao analisar a predagdo sobre C. putoria, para os tratamentos com

Fenobarbital, Metanol, Oxycontin e Anfetamina (Tabela 7).



Tabela 3. Percentual de predagdo de C. albiceps sobre C. megacephala sem escolha de

presa.
Percentual de predacdo sobre C. megacephala
Tempo Controle Fenobarbital Oxycontin Anfetamina Metanol

30 27,5 52,5 12,5 12,5 47,15
60 17,5 8 20 7,5 12,5
90 7,5 8 32,5 12,5 5
120 7,5 2,5 7,5 17,5 15
150 2,5 7,5 12,5 2,5 5
180 5 2,5 5 17,5 0

Total 67,5 81 90 70 85

Tabela 4. Percentual de predagdo de C. albiceps sobre C. putoria sem escolha de presa.

Taxa de predagdo C. putoria
Tempo Controle Fenobarbital Oxycontin Anfetamina Metanol
30 35 20 10 57,5 32,5
60 15 12,5 22,5 20 17,5
90 5 12,5 35 7,5 12,5
120 15 2,5 10 5 10
150 2,5 10 12,5 5 2,5
180 2,5 10 2,5 0 2,5
Total 75 67,5 92,5 95 77,5
Tabela 5. Percentual de predagdo de C. albiceps com escolha de presa.
Percentual de predacdo com escolha de presas
C. albiceps x C. megacephala x C. putoria

Tempo Controle Fenobarbital Oxycontin Anfetamina Metanol

M P M P M P M P M P
30 2,5 12,5 2,5 0 2,5 2,5 7,5 10 12,5 17,5
60 2,5 10 2,5 0 0 17,5 10 10 5 10
90 0 2,5 0 0 10 5 0 12,5 5 12,5
120 0 7,5 0 2,5 5 2,5 10 10 0 2,5
150 2,5 0 5 2,5 5 5 2,5 5 0 2,5
180 0 2,5 25 17,5 15 5 2,5 0 0 0
Total 7,5 35 35 22,5 37,5 37,5 32,5 47,5 22,5 45




Para o experimento com escolha entre presas, o padrdo dindmico de predacgdo
ja encontrado por Faria & Godoy (2001), caracterizado pela preferéncia de C. albiceps
sobre C. putoria na auséncia de C. macellaria, somente foi encontrado no grupo
controle e nos grupos em que as larvas foram tratadas com Anfetamina e Metanol
(Tabela 5). Em larvas influenciadas por Oxycontin o percentual total de predacdo foi o
mesmo para as duas espécies de presa. Ja com Fenobarbital, a preferéncia foi invertida,
indicando que sob estas circunstancias C. megacephala pode ser a espécie mais atacada.
Este resultado corrobora de certa forma o resultado encontrado no experimento sem
escolha de presas, quando a interacdo entre C. albiceps foi analisada com C.
megacephala. Ficou evidenciado que no experimento sem escolha de presas o
Fenobarbital pode acelerar o consumo de C. megacephala, o que parece ndo acontecer
com C. putoria. Este fato poderia explicar a troca de presas.

Comparando o consumo de presas por C. albiceps entre os diversos
tratamentos (farmacos), observa-se que somente para a Anfetamina e grupo controle
ocorre diferenga significativa (Tabelas 5 e 8). De maneira geral, os resultados sugerem
que diferentes farmacos podem atuar distintamente sobre o comportamento predatorio
de C. albiceps, com implicag¢des para a dindmica de predacdo. Ficou evidenciado que
em experimentos sem escolha de presa predomina a aceleragdo do processo predatdrio
quando farmacos agem sobre as presas. Ja para sistemas em que a escolha de presas
ocorre a aceleragdo do processo predatorio em C. albiceps nao se da de forma tao clara
(Tabela 5). Dessa forma, sob o presente delineamento a acdo predatoria exibida por C.
albiceps pode nao definir totalmente a diversidade de presas encontradas em corpos,
conforme ja conjecturado por Grassberger et al. (2003), caso a vitima tenha feito uso de

farmacos.



Tabela 6. Estatistica da interagdo entre fatores na predacdo de C. albiceps sobre C.
megacephala

Interagdo Estimava E.P. z D
Controle - Mega 0.73089 0.33758 2.165 0.0304 *
Controle x Fenobarbital ~ 1.00371 0.55681 1.803 0.0714.
Controle x Metanol 1.03270 0.55606 1.857 0.0633 .

Controle x Anfetamina 0.11641 0.48271 0.241 0.8094

Fenobarbital:Especie x Put -1.44555 0.74286 -1.946 0.0517.
Metanol:Especie x Put -0.89455 0.76544 -1.169 0.2425
Oxycontin:Especie x Put ~ -0.02598 0.94060 -0.028 0.9780
Anfetamina:Especie x Put  .72942 0.94478 1.831 0.0672.

Codigos para valores de significancia: 0 “***> 0.001 “**> 0.01 “** 0.05

Tabela 7. Estatistica da interag@o entre fatores na predagdo de C. albiceps sobre C.

putoria
Interagdo Estimava  E.P. z D
Controle Put 1.09861 0.36515 3.009 0.00262 **
Controle x Fenobartital -0.44183 0.49173 -0.899 0.36891
Controle x Metanol 0.13815 0.52603 0.263 0.79284

Fenobarbital :Especie x mega 1.44555 0.74286 1.946 0.05166 .
Metanol:Especie x mega 0.89455 0.76544 1.169 0.24254
Oxycontin:Especie x mega  0.02598 0.94060 0.028 0.97797
Anfetamina:Especie x mega -1.72942 0.94478 -1.831 0.06717 .

Codigos para valores de significancia: 0 “***> 0.001 “**> 0.01 “*’ 0.05

Tabela 8. Estatistica comparativa da predacdo analisada para cada um dos farmacos em
experimentos com escolha de presas

Féarmaco Estimativa E.P. Valor de z Valor de p
Fenobarbital -1.07782 0.55186 -1.953 0.05081
Metanol -0.52683 0.58190 -0.905 0.36528
Oxycontin 0.34175 0.79839 0.418 0.6686

Anfetamina 2.0971 0.8033 2.611 0.000904




Os estudos realizados at¢é o momento focando sobre predagdo larval foram
delineados para investigar apenas taxas de predacdo em contexto de dindmica de
forrageio (Faria et al. 1999; Faria et al. 2004a,b; Rosa et al. 2004; Faria et al. 2007). Os
resultados encontrados nestes estudos foram corroborados de certa forma pelo grupo
controle do presente estudo. Contudo, os resultados do presente estudo mostram que a
dindmica interativa em larvas de moscas-varejeiras ¢ altamente sensivel a acdo dos
farmacos, com inversdes comportamentais capazes de desestruturar a configuracido de

espécies em um sistema caracterizado por insetos necroéfagos.

3.3. Analises da resposta funcional

Resultados e discussao
De todos os ajustes obtidos pela fung¢do polinomial logistica aos resultados de
cada tratamento, apenas para a relagdo entre larvas consumidas e densidade de presas
investigada no grupo controle para 5 predadores (Fig. 22) foi encontrada significancia
estatistica (Tabelas 9 e 10). Para este caso, o padrao de resposta funcional observado foi
o do tipo III (Tabela 9). Caso houvesse significancia para as relagdes funcionais, todos
os tratamentos seriam reconhecidos como fungdes ajustadas a resposta funcional do tipo

III (Tabelas 9 e 10).
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Figura 22. Resposta funcional para C. albiceps sobre C. megacephala, grupo

controle (r2 = 0.54)

Provavelmente, a indicagdo encontrada para a resposta do tipo III ndo reflete
exatamente o padrao ecoldgico sigmoidal encontrado em populagdes de insetos. Estudos
prévios realizados com moscas varejeiras sugerem que o padrdo se aproxima muito mais
de uma assintota, o que caracteriza a resposta funcional do tipo II (Faria et al. 2004).
Este resultado deve ser atribuido muito mais a variabilidade dos dados obtidos
experimentalmente. Com densidades crescentes de presa ¢ comum o aumento da
variag¢do dos valores (Faria et al. 2004). A auséncia de significancia, apesar da indicacdo
de resposta do tipo III, pode ser atribuida a a¢do dos firmacos sobre as populacdes de
presas, que indiretamente estariam influenciando o comportamento das larvas
predadoras.

Neste estudo, dois fatores foram analisados no delineamento experimental,
nimero de predadores e farmacos considerando diferentes densidades de presas. A
diferenca entre o nimero de presas consumidas entre as densidades foi altamente
significativa (F = 351,4, p < 0,00001) quando o nimero de predadores era 5 e assim foi

também entre os diferentes farmacos (F = 235,5, p < 0,00001). Considerando apenas 1



predador por experimento, a diferenca entre o nimero de larvas consumidas entre
densidades também foi significativa (F = 577,4, p < 0,00001).

Levando em conta o nimero de larvas consumidas entre os diferentes farmacos,
a diferenca também foi significativa (F = 14,23, p = 0,0001899). Apesar das diferencas
entre densidades terem sido significativas pela analise de variancia, a trajetoria dos
dados obtidos ndo indicou relacdo entre a varidvel dependente, numero de larvas
consumidas e a variavel independente, densidade de presas, razao pela qual o ajuste das
respostas funcionais ao consumo de presas por C. albiceps ndo ocorreu, exceto para o
grupo controle (Tabelas 9 e 10).
Tabela 9. Pardmetros da regressdo polinomial utilizados para a caracteriza¢cdo do padrao

de resposta funcional para 5 predadores

n.s. = Néo significativo



Tabela 10. Parametros da regressdo polinomial utilizados para a caracterizacdo do

padrdo de resposta funcional para 1 predador

As populacdes de moscas sujeitas ao efeito de Metanol e do grupo controle
foram as que mais consumiram larva de C. megacephala no tratamento com 5
predadores (Fig. 23). Larvas sob o efeito de Anfetamina foram as que exibiram o menor
consumo de presas na maioria das densidades (Fig. 23). Os demais farmacos
influenciaram moderadamente o consumo de presas mantendo os patamares de consumo
em espaco paramétrico intermediario (Fig. 23).

J4 para o tratamento com apenas uma larva predadora, inversdes foram
observadas (Fig. 24). Oxycontin foi o firmaco que mais influenciou positivamente o

consumo de presas (Fig. 24). As populacdes sob a influéncia de Gardenal e também



Anfetamina foram as que menos larvas consumiram (Fig. 24). Estes resultados sugerem
que os farmacos podem influenciar expressivamente a dinadmica de predagdo em C.
albiceps, interferindo sensivelmente na composi¢do da fauna necrofaga a ela associada.
Até onde se sabe, este estudo € pioneiro na investigagdo sobre efeitos de fArmacos sobre
comportamento larval voltado a predagdo, com vistas ao enfoque em entomologia
forense. O conhecimento da dindmica de predacdo pode auxiliar o levantamento de
dados concernentes ao tipo de fauna e espécies que poderiam ser consideradas chave

para a elaboracdo de relatorios técnicos sobre a fauna decompositora de cadéaveres.
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Fig. 23. Consumo de C. megacephala por 5 larvas de C. albiceps em diferentes densidades
sob o efeito de farmacos (C5 = controle com 5 predadores, O = oxycontin,

A = anfetamina, M= metanol, G = gardenal)
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Fig. 24. Consumo de C. megacephala por 1 larva de C. albiceps em diferentes densidades sob o efeito de

farmacos.

3.4. Inferéncia Fuzzy

Resultados
Utilizando valores médios de fecundidade e sobrevivéncia, obtidos em laboratorio
para C. albiceps em funcdo da densidade larval, foram geradas as regras especificadas
no item Material e métodos para o subconjunto Fuzzy, incluindo a agdo dos farmacos e
da predagdo intraguilda de C. albiceps sobre as outras espécies. A fecundidade sofreu
decréscimo em resposta a densidade larval em todos os tratamentos com farmacos (Figs.
25 a, b, c, d, e). Contudo, quando houve inclusdo da Anfetamina e seu controle positivo,
o Metanol (Figs. 25b, ¢), o decréscimo foi mais intenso nas densidades iniciais. Ja para
o tratamento com Fenobarbital (Fig. 25d) observa-se que nas densidades iniciais pouco
varia a fecundidade e nas densidades posteriores o decréscimo ¢ similar ao tratamento
controle.
Para o tratamento com Oxycontin (Fig. 25e), nota-se um decréscimo até a

densidade 500 e nas densidades posteriores o farmaco cancela o efeito da dependéncia



da densidade sobre o parametro fecundidade se comparado ao controle. Quando a
predacdo ¢ inserida no sistema nota-se que atua de forma expressiva, aumentando a
fecundidade ao longo das densidades, sobretudo as mais altas. (Fig. 251, g, h, 1, j).

A sobrevivéncia também decresceu no tratamento controle (Fig. 26a),
apresentando um decréscimo a partir da densidade 600. Ja para os tratamentos com 0s
farmacos observa-se, um decréscimo nas densidades 100 e 200, seguida de
estabilizacdo até a densidade de 500 (Fig. 26 b, c, d, e), exceto para o Oxycontin, que a
mantém até a densidade 700 e depois decresce em funcdo da densidade. Quando ha
inclusdo da presa C. megacephala observa-se que para as densidades iniciais os valores
de sobrevivéncia sdo menores do que os tratamentos sem inclusdo de presas, elevando-
se apenas no tratamento controle entre as densidades 300 a 500, e nas densidades
posteriores sofrem decréscimo (Fig. 26 f, g, h, 1, j).

Discussao

Dentre os farmacos atuantes na dieta das moscas o que pareceu mais influente
foi o Oxycontin, para o parametro fecundidade, antecipando o decréscimo dos valores
para a densidade de 500. O padrdo de decréscimo encontrado também foi alterado se
comparado ao controle e aos outros farmacos. O Fenobarbital parece também ter
retardado o decréscimo da fecundidade se comparado aos outros farmacos. A predacao
intraguilda agiu sobre C. albiceps elevando seus valores de fecundidade.
Aparentemente, as populagdes tratadas com Fenobarbital e Oxycontin foram as que
mais exibiram sensibilidade a predagdo larval, tendo apresentado em seus valores
substancial elevacdo se comparados aos outros tratamentos e controle.

No tocante a sobrevivéncia, a acdo dos fAirmacos parece ter sido bem inferior se
comparada a agdo sobre a fecundidade. A predagdo também influenciou a sobrevivéncia

das populacdes tratadas com fairmacos e controle, porém em escala bem menor que para



a fecundidade. Quando as populagdes de moscas exibiam maior sobrevivéncia pela agao
da predagdo, isto se dava nas densidades mais elevadas. A agdo da sobrevivéncia em
menor escala que a da fecundidade em moscas-varejeiras ja ¢ fato conhecido de varios
experimentos previamente realizados (Godoy, 2007). A fecundidade parecer ser
pardmetro chave para a demografia de moscas, ja que ¢ bem mais sensivel ao efeito da
densidade (Godoy et al. 1996).

A acdo dos farmacos sobre os parametros fecundidade e sobrevivéncia ainda nao
tinha sido investigada em populagdes de moscas-varejeiras, pelo menos no contexto de
densidades larvais crescentes. Os estudos realizados at¢ o momento trataram da
avaliagdo da taxa de desenvolvimento larval sob o efeito das substancias quimicas.
Grella & Thyssen (2008) demonstraram que o Cloridrato de Oxycodone ndo exerceu
influéncia nas taxas de desenvolvimento larval em relacdo ao grupo controle para trés
espécies de califorideos, C. megacephala, C. putoria e C. albiceps, sugerindo a auséncia
de metabolizagdo da droga e nem o seu bio acumulo. Apesar dos resultados obtidos por
Grella & Thyssen (2008), no presente trabalho o cloridrato de oxicodona atuou de
forma significativa nos parametros demograficos analisados.

Soto (2008) observou o efeito do barbitirico Fenobarbital na taxa de
desenvolvimento e mortalidade em trés espécies de califorideos, C. albiceps, C.
megacephala e C. putoria utilizando trés dosagens diferentes (150mg, 500mg e
1000mg/Kg). Foi constatado que o fenobarbital afeta significativamente o ganho de
massa corporal nas trés dosagens para todas as espécies investigadas, sendo que C.
albiceps foi a mais afetada. Para as maiores dosagens houve 100% de mortalidade de
C.albiceps e na dosagem de 150mg/Kg, a mesma utilizada neste estudo, as larvas de C.
albiceps ganharam, em média, maior volume de massa das 48 hs as 84 hs de

desenvolvimento e atingiram o estagio de pupa 12 horas antes do grupo controle.



Lima (2009) investigou o desenvolvimento de C. putoria e C. megacephala em
trés dosagens de anfetamina: dose terapéutica duas e cinco vezes a dose terapéutica de
0,07 mg/Kg.z. Também foram feitos controle positivo com metanol, pois o padrdo de
anfetamina utilizado estava diluido em metanol na proporcdo de 1:1. Chrysomya
megacephala nao apresentou qualquer diferenca em relacdo ao tempo de
desenvolvimento dos grupos experimentais e o controle. JA C. putoria o fez, com
aumento para o periodo de pupa. Carvalho (2004) analisou os efeitos da anfepramona,
um derivado anfetaminico sobre o desenvolvimento de imaturos de C. albiceps e nado
encontrou diferenca comparando com o grupo controle.

No entanto, Goff et al. (1992) observaram um aumento na taxa de
desenvolvimento do sarcofagideo Parasarcophaga ruficornis sob a influencia da dose
letal e duas vezes a dose letal de metanfetamina (2 x 71,4 mg/Kg). A literatura
mencionada retine importantes informacdes sobre a sensibilidade do desenvolvimento
larval aos farmacos. A despeito da impossibilidade comparativa com os resultados do
presente estudo, o desenvolvimento larval ¢ parte integrante da fase imatura dos
dipteros, periodo este em que se define a sobrevivéncia do adulto, o peso e a
fecundidade da populacao (Reis et al. 1994).

Recentemente Gido (2007) investigou a influéncia da predagdo larval sobre os
parametros fecundidade e sobrevivéncia de C. albiceps no intuito de analisar o impacto
do incremento presa em sua dieta alimentar. As culturas larvais foram estabelecidas
com quantidades diferentes de alimento, 20 e 50 gramas, e duas dietas diferentes: carne
moida e carne moida substituida por larvas de Lucilia eximia, Wiedmann, 1819
(Diptera: Caliphoridae). Os resultados obtidos sugerem maiores valores para os
parametros demograficos fecundidade e sobrevivéncia para 50 g do que 20 g, e maiores

valores de fecundidade e sobrevivéncia na dieta em que foi acrescida L. eximia, o que



sugere grande influéncia do comportamento predatdrio sobre a bionomia de C. albiceps
(Faria et al.,1999). O efeito da predacdo foi mais pronunciado quando os experimentos
foram conduzidos com 20 g de dieta, pois sob esta condicao a escassez alimentar exerce
forte influéncia negativa nos parametros demograficos (Mondy et al., 2004). Este fato
pode justificar os maiores valores na fecundidade para densidades mais elevadas.

O Subconjunto Fuzzy foi ja empregado em estudos populacionais com moscas-
varejeiras com a finalidade de incorporar a acdo da migracdo e de fatores ambientais
sobre o sistema populacional, levando em conta a dindmica populacional descrita pelo
modelo de Prout & McChesney (Castanho et al. 2006). Os resultados encontrados
trouxeram interessantes aspectos ecoldgicos a tona, indicando diferentes possibilidades
de comportamento dindmico em resposta a migragdo local entre diferentes ambientes.

A heterogeneidade ambiental parece alterar substancialmente o equilibrio
populacional de C. albiceps e L. eximia (Castanho et al. 2006). Recentemente, Bianconi
et al. (2010) realizou estudo aplicando inferéncia Fuzzy comparada a outros métodos
analiticos com o intuito de avaliar a predicdo do nimero de sobreviventes de C.
megacephala, com base na densidade larval inicial, quantidade de alimento disponivel e
duragdo de estagios imaturos. Os resultados encontrados por Bianconi et al. (2010)
sugerem que a inferéncia Fuzzy exibe melhor desempenho para a predicdo da
sobrevivéncia em C. megacephala se comparada a métodos alternativos oriundos da

teoria de redes neurais, tais como Multi-Layer Perceptron e, Radial Basis Function.
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