vz,
=

PP

Gnicamp

=

=%

Avaliacdo da taxa de desenvolvimento de imaturos de Cochliomyia macellaria (Diptera: Calliphoridae),
sob a 6ptica da matematica, criados em regime de alternancia de temperaturas

Giovanna Yoshida*, Samara F. Kiihl, Patricia J. Thyssen

Resumo

Dipteros ganham importancia na area forense em razdo de serem 0s primeiros organismos a colonizar um corpo,
podendo trazer informacgdes substanciais para estimar o intervalo pés-morte (IPM). Para tanto, € primordial o
conhecimento acerca da biologia das espécies necréfagas, isto €, do seu tempo de vida, e como alguns parametros
como a temperatura, podem interferir neste ciclo. Este estudo teve como objetivo avaliar a taxa de desenvolvimento
de larvas de trés estadios de desenvolvimento de Cochliomyia macellaria (Fabricius) (Diptera: Calliphoridae), sob a
Optica da matematica, criadas em temperaturas alternadas. Para tanto, foram avaliados modelos de regressao linear
inversa com base no registro de ganho de massa corporea ou de dados do comprimento larval, e modelos de
regressao linear multipla com base no registro do ganho de massa e usando dados do comprimento (duas variaveis)
simultaneamente. Os modelos aqui obtidos certamente serdo Uteis para aumentar a acuracia do IPM em casos de
morte violenta, quando este usar como base a idade do imaturo que esté se desenvolvendo no cadaver.
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Introducéo

No contexto forense, o estudo de insetos e outros
artropodes, associado aos demais procedimentos
periciais, tem como principal propésito levantar
informacdes e vestigios que possam ter valia para o
andamento ou conclusdo de um processo investigativo®-
Por exemplo, insetos necréfagos encontrados num corpo
podem fornecer informacgdes, entre outros, sobre o
intervalo p6s-morte (IPM).

O calculo do IPM, quando baseado em informacgdes
fornecidas pelos insetos, pode ser feito levando em conta
a sucessdo de espécies de artropodes na colonizagéo de
um corpo?; ou a partir do conhecimento da idade dos
imaturos que ali se alimentam3. Os dipteros,
principalmente da familia Calliphoridae, sdo os mais
utilizados por serem os primeiros a colonizar um cadaver,
além de serem os mais abundantes*.

Assim, para o célculo do IPM, além de um bom
conhecimento em taxonomia, um entomologista forense
também devera ter acesso a dados sobre a biologia de
insetos necréfagos, sabendo que este Ultimo pode ser
influenciado por parametros tais como temperatura,
umidade relativa, fotoperiodo e latitude®?. Isso porque os
insetos sdo heterotérmicos, o que quer dizer que seu
metabolismo sofre forte influéncia da temperatura®. Essa
condicao faz com que a temperatura na qual os insetos se
desenvolvem seja um dos fatores mais estudados na area
forense.

Diferentes espécies necessitam acumular uma certa
guantidade de calor para completar cada estagio de seu
desenvolvimento pos-embrionario, deste modo tem seu
proprio requerimento total de energia dependente da
temperatura na qual se encontram. Em outras palavras,
isso quer dizer que uma vez conhecida a temperatura,
torna-se possivel obter a idade do inseto em questéo, des-

de que seus limiares térmicos inferior e superior e sua
faixa 6tima de crescimento.

Atualmente, diversos estudos se concentraram na
obtencdo de modelos para interpretar a taxa de
desenvolvimento dos insetos em temperaturas
constantes, mas ndo sob alternéncia de temperaturas, o
que poderia representar uma situacdo mais proxima das
circunstancias reais em que 0os mesmos podem ser
encontrados. Tendo em vista a falta de dados sobre o
padrdo de desenvolvimento dos imaturos de
Cochliomyia macellaria (Fabricius) (Diptera,
Calliphoridae), uma espécie necréfaga com grande
relevancia forense no Brasil, e que estudos que
enfoquem a obtencdo de dados diversos sobre a
entomofauna detritivora sdo de grande importancia para
a formacdo de um banco de dados que auxilie em
investigacdes médico-criminais!?, mais pesquisas que
visem ampliar o conhecimento sobre a biologia de
espécies devem ser realizadas. Assim, neste estudo
objetivou-se, sob a ética da matemética, avaliar a taxa
de desenvolvimento de larvas de C. macellaria criadas
sob alternancia de temperaturas. Para tanto, foram
avaliados modelos de regressao linear inversa com
base no registro de ganho de massa corporea ou de
dados do comprimento larval, e modelos de regresséo
linear multipla com base no registro do ganho de massa
e usando dados do comprimento (duas variaveis)
simultaneamente.

Material e Métodos
Coletas no campus da Universidade de Campinas
(UNICAMP) foram feitas para a coleta da espécie alvo,
identificada a partir de chaves taxonémicas®?. A
obtencdo das amostras e a observagéo e registro dos
dados biondmicos destas foram conduzidos nas depen-



déncias do Laboratério de Entomologia Integrativa do
DBA/IB, UNICAMP, contando com equipamentos
apropriados tais como camaras climaticas, balangas
analiticas de alta precisao e lupas equipadas com sistema
de captura de imagem digital e mensuracao calibrados da
Zeiss®.

As amostras foram retiradas aleatoriamente a cada 12
horas (com o numero total de observacdes sendo N= 240)
e nao devolvidas aos potes de criacdo. Para a
determinacdo do estadio larval (1°, 2° ou 3°) dos
individuos de cada grupo, a quantidade de fendas
estigmaticas no espiraculo posterior foi observada com o
auxilio de um estereomicroscopio.

O ganho de massa (peso) e o comprimento das larvas
foram analisados, separadamente e em conjunto, por
modelos de regressao linear inversa e regressao linear
multipla, em relacdo ao tempo total de desenvolvimento
nos diferentes grupos experimentais (pares de
temperaturas), para obtencdo de modelos para a
estimativa da idade. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando-se a linguagem R,

Resultados

Para estimar a idade larval com base somente no
ganho de massa corpérea foi utilizado um modelo de
regressdo linear inversa. Como um Unico peso estava
atrelado a duas idades diferentes, ndo era possivel
estimar apenas uma idade por peso, entéo foi necessario
utilizar esta modelagem para inverter as variaveis
resposta e explicativa, tornando-se viavel a estimacgéo de
apenas um peso por idade, e depois utilizar a calibragédo
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para obter um estimador da idade para um peso especifico.

Para realizar a calibracdo, foi necessario achar o
melhor modelo que predissesse o peso pela idade
primeiro. Assim, foram testados trés modelos diferentes:
regressao linear simples, polinomial com 2 graus e linear
com B-Spline de 3 graus de liberdade. Os residuos de
todos os modelos variaram de 0,03 a -0,03, mas nenhum
mostrou variancia constante como desejado pelas
condicbes de Gauss-Markov. Adicionalmente, outra
variavel parecia estar afetando o peso, além da idade.

Ao comparar 0S R, a4, fOi possivel observar que o
modelo de regressdo com B-Spline de 3 graus de
liberdade ofereceu o melhor ajuste, tendo sido entéo
utilizado para realizar a calibracdo, desde que o polinémio
fosse mono6tono na regido de interesse!4. Como duas
idades diferentes tm como resposta 0 mesmo peso, a
funcdo ndo € mondtona, entdo foi necessario dividir a
funcdo em duas curvas monotonas.

Dado que apenas a calibracdo controlada foi
considerada (isto €, a predicdo da idade s6 consegue ser
realizada ao fixar um valor do peso), foi possivel predizer
uma idade de cada vez, ndo sendo concebivel a
realizacdo de uma tabela automética com todos os
valores e predigdes.
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Utilizando a funcdo invest do pacote investr, foi
possivel achar a predicdo da idade, assim como um
intervalo de 95% de confianga. Como exemplo foi utilizado
o valor peso = 0,05. A Tabela 1 mostra os valores obtidos
para cada fungao.

Estimativa | Intervalo mais baixo | Intervalo mais alto
A | 83,02454 80,16094 86,80176
B | 107,3054 104,2804 109,7128

Tabela 1. Resultados da fungéo invest para peso = 0,05
e Idade; < 96 (A) e Idade; = 96 (B).

Nas Figuras 1A e 1B é perceptivel que foi possivel
estimar as duas idades associadas ao mesmo peso. Para
que isso fosse possivel, foi necessério assumir
previamente uma idade minima e maxima de modo a
alcancar as duas estimativas diferentes.
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Figura 1. Representagdo grafica da regressdo com B-
Spline de 3 graus de liberdade utilizando o peso larval
sobreposta com a calibracdo do peso = 0,05 (A) com o
intervalo Idade; < 96; (B) com o intervalo Idade; = 96.

Assim como feito para a estimacdo da idade larval
com base somente no ganho de massa corporea,
baseando-se somente no comprimento também foi
utilizado um modelo de regressao linear inversa, ja que
um Unico comprimento estava atrelado a duas idades di-



ferentes. Assim, foi necessario utilizar a mesma
modelagem anterior para inverter as variaveis resposta e
explicativa. Nesse contexto, os residuos de todos os
modelos também foram pequenos, variando de 5 a -5,
mas nenhum deles possuiu varidncia constante como
desejado pelas condicbes de Gauss-Markov. Ademais,
apesar de estarem mais espacados que os modelos com
peso, 0s residuos aparentaram seguir uma funcéo,
indicando que uma outra variavel poderia estar afetando
o comprimento, além da idade.

Comparando 0S RZ a4, NOtOU-SE QUE a regressao
com B-splines de 3 graus de liberdade obteve o melhor
resultado, mas novamente a curva do ajuste também nao
era monétona. Dessa forma, foi necessario dividir a fungao
em duas curvas monotonas.

Utilizando mais uma vez a funcéo invest do pacote
investr, foi possivel achar a predicdo do comprimento,
assim como um intervalo de 95% de confianca. Como
exemplo foi utilizado o valor comprimento = 13. A Tabela
2 mostra os valores obtidos para cada funcéo.

Estimativa |Intervalo mais baixo|Intervalo mais alto
A 61,83542 60,26271 63,46271
B 106,1305 104,7015 107,4638
Tabela 2. Resultados da funcdo invest para

comprimento = 13 e Idade; < 84 (A) e Idade; = 84 (B).

Nas Figuras 2A e 2B é perceptivel que foi possivel
estimar as duas idades associadas ao mesmo
comprimento. Para tal, foi necessario assumir
previamente uma idade minima e méaxima de modo a
alcancar estas duas estimativas diferentes.
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Figura 2. Representagdo grafica da regressdao com B-
Splines de 3 graus de liberdade utilizando o comprimento
larval sobreposta com a calibracdo do comprimento = 13
(A) com o intervalo Idade; < 84; (B) com o intervalo
Idade; > 84.
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Observando os residuos de ambos os modelos finais
acima (regressdo com B-Splines de 3 graus de liberdade
utilizando o peso e o comprimento separadamente),
percebeu-se o efeito de alguma outra variavel, uma vez
que eles aparentaram seguir uma fung&o. Assim sendo,
foi feito uma regressdo linear multipla com a variavel
idade como resposta, e as varidveis peso e comprimento
e ainteracdo entre as duas como explicativas para checar
se elas complementam uma a outra.

Dessa forma, queremos um modelo da forma:

Idade; = By + [, * peso; + B, * comprimento; + B3 *
peso; x comprimento; + e;

Foi utilizada a funcdo Im no RStudio e obteve-se que
todos os estimadores do modelo foram significativos a um

nivel de 1% e também um R ;440 = 0,9128. Os valores

dos estimadores foram: B, = 11,3251, B, = 4319,0062,
B, = 1,1414 e B; = —221,5901, e temos como modelo de
predicao:

Idade, = B, + B, * peso; + B, * comprimento; + B *
peso; * comprimento;

ou seja, a idade estimada base é de 11,325 h (intercepto);
para cada 1 unidade incrementada no peso, aumenta-se
4319,0062 h na idade estimada; para cada 1 unidade
incrementada no comprimento, aumenta-se 1,1414 h na
idade estimada; e para cada interacdo de peso *
comprimento diminui-se 221,5901 h na idade estimada.
Apesar do RZj,siqq0 Ser alto e os estimadores serem
significativos, notou-se que os residuos ndo seguiam as
condicdes de Gauss-Markov, além de aparentarem seguir
uma fun¢éo, como visto na Figura 3. Dessa forma, utilizar
tanto peso quanto comprimento conjuntamente n&o
resolveu o problema anterior, indicando que alguma outra
variavel teve efeito significativo na estimacéo da idade.
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Figura 3. Representacao gréfica dos residuos do
modelo de regressao mudltipla.

Discusséo

Entre uma das abordagens mais utilizadas para
calcular e expressar o tempo de desenvolvimento dos
insetos dentro de uma fun¢éo matematica esta o método
denominado de graus-dias-acumulados (GDA), que de
fato interpreta o desenvolvimento em funcéo de uma
variavel como temperatura, peso, comprimento, entre
outras®>. Esse modelo, com base em regressdes
lineares inversas, requer poucos dados para a
formulacdo e é facil tanto para elaborar quanto para
fazer uso para estimar a idade do inseto, resultando em
valores aproximadamente acurados. O problema é que,
em geral, o crescimento dos insetos com metamorfose
completa néo é retilineo: inicia de forma ascendente e
decresce a medida que esta préximo de atingir a
maturidade do estagio imaturo.

Os modelos aqui apresentados ndo tém um calculo
ou aplicacéo tdo simples como o GDA, mas ganham
mérito no que diz respeito a obtencdo de valores
consideravelmente acurados em quaisquer intervalos
do desenvolvimento, ndo excluindo os extremos que
usualmente sdo mais sensiveis. Outra vantagem ¢é que
podem fazer uso de variaveis que podem ser facilmente
mensuraveis, tais como o peso e o comprimento larval,
0 que habitualmente ndo tem sido levado em conta no
calculo de GDA. Contudo, o comportamento dos
residuos é um parametro que deve ser bem observado,
pois pode causar algum ‘ruido’. Adicionar duas variaveis
simultaneamente néo resolveu este problema de ajuste,
visto que os residuos da regressdo multipla também néo
foram adequados.

Concluséo
O modelo de regresséao inversa tendo como variavel
resposta o comprimento foi o que ofereceu o melhor
ajuste para interpretar o desenvolvimento dos distintos
estadios larvais de C. macellaria, levando em conta o
R3 justaao @Qui registrado. Vale a pena chamar a atencgéo
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para o fato de que embora 0 R ;,sqq0 Obtido, a partir do
modelo de regressao simples tendo como variavel
resposta o peso, ter sido maior do que aquele obtido pelo
modelo de regressao simples do comprimento, apés o
ajuste dos dados em um polindmio, com a variavel
comprimento foi alcangada uma melhor estimativa para a
idade esperada do inseto. Essas conclusGes podem ser
melhor visualizadas nas analises de residuos, onde se
observou que os residuos dos modelos com comprimento
tendem a ser mais esparsos (mesmo que nao tdo préximos
do ideal).
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