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ABSTRACT. Comparison of attraction patterns of Hermetia illucens (Diptera, Stratiomyidae) associated to buried
Rattus norvergicus carcasses with steroid hormones treatment. Hermetia illucens (L.) (Diptera, Stratiomyidae) is an
abundant species in the entire American continent. Nevertheless, there are few studies in Brazil dealing with aspects of
its biology and ecology, particularly associated with forensic studies. In this study we intended to observe the effects of
steroids hormones in the corporal decomposition of buried Rattus norvergicus from the Wistar variety in the attraction
of H. illucens. Besides the presence of several insect species commonly found in carcasses, a great amount of immature
H. illucens was observed. This species represented approximately 22% of all collected specimens and it was only found
in the animals that have received treatment with sexual steroids, such as testosterone, progesterone and estradiol.
Among the animals under treatment, the greater abundance was verified in those who had received testosterone (68%).
The presence of immatures of H. illucens only in the animals that received hormone treatments in experiments
accomplished in two consecutive years strongly suggests a possible attraction of this species for bodies with different
amounts of sexual hormones. This behavior can also be relevant for the forensic entomology in regard to the post-
mortem interval (PMI) estimation, particularly when the PMI is based on information about the necrophagous insect’s
life cycle and ecology.
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RESUMO. Comparacdo dos padrdes de atratividade de Hermetia illucens (Diptera, Stratiomyidae) associada a carcagas
de Rattus norvergicus enterradas e tratadas com hormoénios esteréides. Hermetia illucens (L.) (Diptera, Stratiomyidae)
é uma espécie abundante em todo o continente americano. No entanto, ainda hd poucos estudos no Brasil abordando
aspectos em relac@o a sua biologia e ecologia, em particular associados a estudos forenses. Neste trabalho, nés observamos
os efeitos de hormonios esteréides na decomposi¢ido corporal de Rattus norvergicus, variedade Wistar enterrados na
atracdo de H. illucens. Além da presenca de diversas espécies de larvas e adultos de insetos freqiientemente encontrados
em carcacas nessas condig¢des, observou-se uma grande quantidade de imaturos de H. illucens. Essa espécie representou
aproximadamente 22% de todos os espécimes coletados, tendo aparecido somente nos animais que receberam tratamento
com esterdides sexuais dos tipos testosterona, progesterona e estradiol. Dentre esses, a maior abundancia foi verificada
nos que haviam recebido testosterona (68%). A presenca de imaturos de H. illucens, apenas nos animais que receberam
o tratamento com esterdides, em experimentos realizados em dois anos consecutivos revela uma possivel atra¢ido/
selecdo dessa espécie por corpos com quantidades aumentadas de hormonios sexuais. Esse comportamento pode ser
particularmente ttil para a entomologia forense no que diz respeito a estimativa do intervalo pds-morte (IPM),
particularmente quando tem como base informagdes sobre o ciclo de vida e ecologia de insetos necréfagos.

PALAVRAS-CHAVE. Decomposi¢do; entomologia forense; IPM; medicina legal; mosca soldado negro.

Corpos de animais em decomposi¢ao sdo fontes alimentares
tempordrias para diversos organismos, como fungos, bactérias,
artrépodes e até mesmo vertebrados (Smith 1986). Nesse
microhabitat, os artrépodes constituem a principal fauna
colonizadora, sendo o grupo de insetos sarcossapréfagos mais
predominante (Nuorteva 1977).

Desse modo, as informagdes sobre insetos, em associacio
a outros procedimentos criminalisticos, geram dados que
podem ser tteis em investigacdes médico-legais que tenham
como objetivo, por exemplo, determinar a estimativa do tempo

ou intervalo pés-morte (IPM), ou seja, o tempo decorrido desde
amorte até a descoberta do corpo, além de inferéncias acerca
do local (em uma possivel movimentacao de caddver), modo
ou causa da morte (Catts & Haskell 1990; Catts & Goff 1992).
Essa drea do conhecimento é denominada de Entomologia
Forense.

A importincia de utilizarem-se insetos em investigacdes
criminais reside no fato de que muitas vezes eles sdo os
primeiros a chegarem a um corpo apds sua morte, podendo ali
permanecer e ser encontrados em todos os estdgios da
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decomposicdo (Carvalho et al. 2000). A correta identificacio
dos insetos associados com a decomposi¢do, combinada ao
conhecimento de seu ciclo de vida, suas caracteristicas
ecoldgicas e outras técnicas de investigagdo permite uma
estimativa mais precisa do IPM (Carvalho et al. 2004), que
constitui uma das inferéncias mais dificeis dentro da ciéncia
médico-legal devido as circunstancias que podem fazer variar
amarcha e a fisionomia particular dos fendmenos putrefativos
(Campobasso et al. 2001).

Dentre os muitos fatores extrinsecos que influenciam no
processo de decomposicdo, estdo as condigdes ambientais,
tais como temperatura, umidade, disponibilidade de oxigénio,
localizacdo e estado do corpo, se este se encontra integro ou
mutilado (Ubelaker 1997). O intervalo de temperatura para a
atividade de dipteros necr6fagos em regides tropicais situa-
se entre 10 e 30°C (Reiter 1984). As condicdes do corpo e a
velocidade da decomposicdo também determinam o momento
de chegada dos dipteros, ocasionando diferencas nos padrdes
de sucessdo e atratividade de artrépodes. Por exemplo, em
corpos enterrados, a velocidade de degradacdo € menor que
de corpos que se encontram na superficie, o que,
conseqiientemente, altera as estimativas do IPM (Payne 1968;
Nuorteva 1977).

Entre os fatores intrinsecos, Guimaraes et al. (2004)
observaram que ratos machos que apresentam um padrio
hormonal suprafisiolégico decompdem-se mais rapidamente
que fémeas nas mesmas condicdes. Esses autores (dados ndo
publicados) indicam ainda que a testosterona possivelmente
é o principal responsdvel pela aceleracdo no processo de
decomposicdo corporal, ja que ratos tratados com hormonios
femininos como progesterona e estradiol ndo mostraram
diferencas significativas na decomposi¢ao em relagio a grupos
sem tratamento ou castrados.

Hermetia illucens (L. 1758) (Diptera: Stratiomyidae),
conhecida por “mosca soldado-negro”, € uma espécie comum
e de ampla distribuicdo, possivelmente nativa do Sudeste dos
Estados Unidos onde é chamada de “black soldier fly”
(Tomberlin & Sheppard 2001). Os adultos apresentam de 13 a
20 mm e ndo se alimentam, por isso a espécie ndo é reconhecida
como praga de habitacdo humana ou de alimentos (Furman et
al. 1959). Seus ovos sdo depositados em massa e demoram,
em média, de 5 a 14 dias para eclodir, dependendo da
temperatura ambiente (Oliveira-Costa 2003). Suas larvas de
estddio mais avancado tém aproximadamente 3 cm, corpo
achatado, possuem cuticula bastante resistente, de coloracio
parda escura e, em geral, alimentam-se e desenvolvem-se em
matéria organica decomposta, como bagacos de vegetais,
residuos industriais e excrementos de animais. Por serem
efetivas em reduzir os nutrientes e modificar a umidade contida
no esterco, podem ser utilizadas como ferramenta de valor
adicional no controle biolégico de certas populacdes de
insetos que se criam nesse substrato (Mariconi ef al. 1999).
Assim como outros estratiomideos das subfamilias
Hermetiinae e Sarginae, H. illucens pode ser classificada
como oportunista ou necréfaga secunddria (Catts & Haskell
1990; Lord et al. 1994).
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Em Campinas, SP, Carvalho et al. (2000) relataram o
encontro de adultos e larvas dessa espécie criando-se em
caddveres humanos e carcagas de suinos, usadas como modelo
experimental no estudo do processo de decomposicdo,
associada essencialmente a estdgios mais tardios (apds 20 a
30 dias) e ambientes silvestres. Marchiori et al. (2000) em
experimentos com suinos em regides de pastagem e de mata
no Sul de Goids também encontraram essa espécie criando
nesse recurso, correspondendo a 1% da fauna encontrada.
Além disso, casos em que o IPM pode ser determinado com a
ajuda de H. illucens foram relatados por Lord et al. (1994),
Oliveira-Costa (2003) e Pujol-Luz et al. (2008), demonstrando
o grande potencial de uso dessa espécie na drea forense,
especialmente para calcular intervalos de 6bitos superiores a
15 dias, quando a maioria dos califorideos e sarcofagideos ja
completaram seu desenvolvimento e abandonaram o corpo.

Considerando-se que ha poucos estudos esclarecedores
em nossa regido a respeito dos fatores que conduzem a
atratividade e ao processo de exploragdo a corpos em
decomposicdo para a grande maioria dos dipteros, pretendeu-
se relatar o comportamento de atratividade e os aspectos
envolvidos na exploracdo de recursos de H. illucens
observadas. Tais elementos sdo relevantes para a drea da
entomologia forense no que diz respeito a estimativa do IPM,
particularmente quando ela tem como base informagdes sobre
o ciclo de vida e ecologia de insetos necréfagos.

MATERIAL E METODOS

Todos os modelos animais usados neste experimento,
Rattus norvergicus da variedade Wistar machos, foram obtidos
no Biotério Geral do Campus da USP, com idade aproximada
de 20 dias e massa corporal entre 50 e 60 g, sendo
posteriormente alojados no Biotério do Departamento de
Patologia em caixas de polipropileno forradas com maravalha,
as quais continham apenas cinco animais com livre acesso a
alimentac¢do (racdo comercial para roedores) e dgua, sob
temperatura controlada de 23+1°C, umidade relativa de 70+10%
e fotoperiodo de 12h.

Os experimentos foram realizados nos anos de 2005 e 2006.
Em ambos, os animais foram anestesiados com tribromoetanol
(Acros Oragnics, New Jersey, USA —2,5% 1ml/100g m.c.) e
submetidos a cirurgia de castragio (40 e 20 animais, no primeiro
e segundo experimentos, respectivamente) e a “sham” que
pode ser classificada como cirurgia controle ou ficticia (20 e 10
animais, no primeiro e segundo experimentos, respectivamente),
decorridos de 1 a 5 dias ap6s a chegada no biotério.

Para proceder os experimentos os animais foram agrupados
da seguinte maneira:

° Grupo CO (= controle): 10 animais submetidos a
“sham” com aplicag@o subcutinea de 100 pl de 6leo de milho
(Mazola®) a cada 15 dias;

° Grupo CA: 10 animais castrados, sem reposi¢io
hormonal, com aplicagdo subcutanea de 100 pl de 6leo de
milho (Mazola®) a cada 15 dias;

o Grupo TE: 10 animais castrados com aplicagdo
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Fig. 1. Total de espécimes de artrépodes vs espécimes de Hermetia
illucens coletados nos animais exumados em relagdo aos diferentes
tipos de tratamentos recebidos a partir dos experimentos realizados
nos anos de 2005 e 2006 no municipio de Ribeirdo Preto, SP.

subcutanea de 80 ng de propionato de testosterona
(Androgenol® Hertape) diluidos em 100 pl de 6leo de milho
(Mazola®) a cada 15 dias (Seale et al. 2005);

e  Grupo ES: 10 animais castrados com aplicacdo
subcutanea de 10 pg de 17B-cipionato de estradiol (Sigma)
diluidos em 100 pl de 6leo de milho (Mazola®) para cada 100
gpc, diariamente durante 30 dias (Moorthy et al. 2004);

e  Grupo PG: 10 animais castrados com aplicacdo
subcutanea de 250 ug de progesterona (Sigma) diluidos em
100 pl de 6leo de milho (Mazola®) para cada 100 gpc, em dias
alternados durante 30 dias (Moorthy ez al. 2004).

No segundo experimento, foram formados somente os
grupos CO, CA e TE, cada um deles com 10 animais. Tal
procedimento estd de acordo com o principio de reducdo
proposto por Russell & Burch (1959) na ética de utilizacdo de
animais para pesquisa cientifica, visto que a pretensao era dar
maior énfase a testosterona, dado os resultados obtidos no
primeiro experimento realizado.

Os procedimentos utilizados neste trabalho seguiram as
determinacgdes éticas do Colégio Brasileiro para
Experimentacido Animal (COBEA 2005) e revisados pelo Comité
de Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto (CETEA 2005 e 2006), sob protocolo n® 026/
2005.

Todos os animais foram pesados duas vezes por semana
até atingirem 81 dias de idade (massa de 350-400 g), sendo
mortos em camara de CO2 e, ap6s a morte confirmada
(Andersen et al. 2004), envolvidos individualmente em uma
camada de algoddo e duas de gaze, colocados em caixas de
madeira (47 x 23 x 9 cm) divididas em cinco compartimentos
(20,2 x 8 x 7,8 cm), para conter um animal em cada, sendo entdo
fechadas com tampa de madeira. O fundo de cada
compartimento foi forrado com uma camada de folha de
aluminio sobreposta por uma camada de papel filtro, para evitar
o contato direto dos corpos com a madeira.

As dez caixas utilizadas no primeiro experimento, € as seis
no segundo, foram identificadas de acordo com os grupos
oriundos dos tratamentos acima mencionados e colocadas no
interior de uma caixa de cimento (65 x 49 x 44 cm), a qual foi
enterrada no solo para servir como sepultura. Dentro da
sepultura, as caixas de madeira foram colocadas sobre tijolos
mantendo uma distancia de 18 cm do fundo para evitar seu
contato com liquidos que poderiam acumular dentro da
sepultura de cimento, evitando assim a exposicdo diferencial a
umidade (Rocha et al. 2002; Guimaraes et al. 2004). As
exumagc0es foram realizadas 120 dias apds o enterro.

Durante a exumacdo dos animais, os espécimes
encontrados nas caixas foram coletados com a ajuda de uma
pinga. Alguns espécimes foram mortos, enquanto outros foram
mantidos em laboratério sob temperatura ambiente para que
completassem o seu desenvolvimento até o estdgio adulto,
para facilitar sua identificacdo.

Os imaturos foram mortos em dgua aquecida entre 70-80°C
por no minimo 30 segundos e imersos por 24 horas em solu¢do
de KAA (1 parte de querosene, 2 partes de dcido acético glacial
e 10 partes de alcool isopropilico) para fixa¢do e preservadas
em dlcool 80°, de acordo com Adams & Hall (2003). As pupas
encontradas também foram coletadas com pinga e preservadas
em dlcool 80°. A identificacdo até o nivel taxondmico de
espécie, quando possivel, foi feito por meio de chaves
dicotomicas (Mc Alpine et al. 1981, 1987; Dear 1985).

Dados de temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%)
para o periodo dos dois experimentos no municipio de Ribeirdo
Preto, SP, foram obtidos junto ao Instituto Agrondmico de
Campinas (IAC 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No que diz respeito a fauna associada aos corpos em
decomposi¢ao inumados, apds a exumacao foi encontrada uma
quantidade elevada de exemplares de H. illucens (Figura 1),
diferentemente de estudos relatados por pesquisadores que
trabalharam tendo o mesmo enfoque, mas mantendo as carcagas
em ambiente aberto, e aqueles que utilizaram roedores como
modelo animal, como ocorreu em nosso estudo. Monteiro-
Filho & Penereiro (1987) em estudos com carcacas de Rattus
rattus em Campinas, SP, e Moura et al. (1997, 2005) em estudos
com Rattus novergicus em Curitiba, PR, analisaram diversas
estagdes do ano e ndo relataram o aparecimento de qualquer
imaturo da familia Stratiomyidae.

Todos os exemplares de H. illucens encontrados neste
estudo, representando 22% da fauna total, estavam presentes
somente nos grupos de animais que receberam tratamento com
hormonios, sendo que este padrdo se repetiu por dois anos
consecutivos. Assim, a afirmagado de Sheppard et al. (2002) de
que adultos de H. illucens relutam e evitam entrar em estruturas
fechadas, e a quantidade discrepante de larvas desta espécie
encontrada nos animais tratados, sobretudo nos grupos que
receberam testosterona, nos leva a confirmar a possivel atracdo
por esterdides sexuais.

O fato de que larvas apareceram em menor quantidade no
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Fig. 2. Médias de temperatura (°C) e precipitacdo (mm) obtidas junto
ao Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) em intervalos de 3 dias

durante o periodo de realizacdo do experimento nos anos de 2005 e
2006.

ano seguinte, quando comparado ao anterior, possivelmente
foi devido as condicdes climdticas (Figura 2), especialmente
precipitacdo, ndo terem sido tdo favordveis para o
desenvolvimento dessa espécie em questdo neste ultimo
periodo. Enquanto as médias de temperatura ficaram em torno
de 21°C em ambos os anos, o indice de precipitacdo no periodo
do estudo foi mais alto em 2005 (7,8 mm), quando comparado
aos indices de 2006 (0,9 mm).

Um outro fato interessante observado durante o
experimento € que a exumacao dos animais se deu exatamente
120 dias ap6s sua morte. Lord ez al. (1994) relata que o
aparecimento de adultos de H. illucens para oviposi¢do
comeca a ocorrer de 20 a 30 dias ap6s a morte. Oliveira-Costa
(2003) afirma que o tempo total de desenvolvimento dessa
espécie € de 50 dias. Considerando que a oviposi¢do tenha
sido feita a partir do 30° dia e somando os 50 dias de
desenvolvimento, teriamos um total de 80 dias. Como nao foi
observada a ocorréncia de adultos dessa espécie neste
experimento, pode-se inferir que ou o aparecimento das fémeas
para a oviposicdo teria sido tardio ou que houve alteragdo
significativa no tempo de desenvolvimento larval. Tais dados,
associados as condi¢des de inumacdo, devem ser levados em
conta para a estimativa do IPM na drea forense, quando a
mesma tem por base a idade do inseto.

Além de H. illucens, observou-se que nos dois anos de
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realizac¢do deste estudo, a familia Sarcophagidae, representada
por Peckia (Squamatodes) ingens (Walker, 1849),
Oxysarcodexia sp. € outros pupdrios, os quais ndo
possibilitaram a obtencdo de uma identificagdo precisa até o
nivel de espécie (no total aproximadamente 41 espécimes por
ano), foi a segunda mais abundante e presente em todos os
animais, quer sejam tratados ou ndo. Outras familias de dipteros
coletadas foram Phoridae, representada por 10 exemplares de
Megaselia scalaris (Loew, 1866) no grupo controle, e
Milichiidae (2 exemplares de espécie ndo identificada), presente
no grupo castrado. Com relacio a outras ordens de insetos,
foram coletados um exemplar da familia Pseudocaecillidae
(Psocoptera) no grupo controle e 13 de Solenopsis sp.
(Hymenoptera: Formicidae) no grupo testosterona.

Ha uma caréncia de trabalhos sobre a fauna de
invertebrados em carcagas enterradas e o achado dessas
outras espécies cria uma vasta gama de possibilidades para
pesquisa a fim de compreender melhor o tipo de ‘selecdo’ que
ocorreu tendo como alvo os esterdides sexuais ou 0s corpos
enterrados. Um levantamento mais especifico ou mesmo o uso
de outro modelo animal como o suino, um dos mais freqiientes
em estudos sobre entomologia forense, e diferentes formas de
exposicdo visto que, de acordo com Centeno et al. (2002),
carcagas abrigadas e a céu aberto apresentam diferencas
significativas em sua fauna necréfaga, poderiam ser hipéteses
a serem testadas para enriquecer o nimero de informacdes
acerca de organismos que tém interesse direto para a aplicacido
forense.
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