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1. INTRODUCAO

A terapia larval (TL) trata-se de uma miiase induzida de modo artificial para
fins terapéuticos (SHERMAN, 2009), isto €, consiste na aplicacdo de larvas estéreis
vivas de moscas, obtidas em laboratério, sobre lesdes crbnicas, agudas ou
infectadas visando acelerar o processo de cicatrizacdo (SHERMAN et al., 2000). As
moscas utilizadas para esse fim, popularmente conhecidas como varejeiras,
pertencem principalmente a familia Calliphoridae, cujas larvas sdo encontradas
criando-se em matéria organica em decomposicéo e também em tecidos necrosados
de animais vivos (GUIMARAES et al., 1983).

Em ambientes controlados, a carne in natura tem sido usada como recurso
nutricional para as larvas de Cochliomyia macellaria, causadora de miiases
secundarias (ZUMPT, 1965; PIRES et al.,, 2009). Contudo, essa fonte alimentar
decomplbe-se rapidamente e exala odor putrido, que atrai outros artrépodes e
dificulta a criacdo massal e estéril em laboratério (BARBOSA et al., 2004). Dessa
forma, dietas artificiais sdo essenciais para a manutencdo de estoques em larga
escala de dipteros em laboratério (FERRAZ et al., 2011), visando: a viabilidade
(através de um adequado balanceamento nutricional) (LOUREIRO et al., 2005), o
aumento no tempo de sobrevivéncia, e a esterilidade das larvas, até a aplicacéo
terapéutica. Apesar das inimeras vantagens, trabalhos sobre o uso de dietas para
manutencao de dipteros muscoides ainda sédo escassos (por exemplo, LEAL et al.,
1982; ESTRADA et al., 2009; ECHEVERRI et al., 2010; BAER, 2011)

Além disso, a taxa de desenvolvimento larval pode ser diretamente
influenciada por fatores abidticos, principalmente temperatura, uma vez que 0S
insetos sdo organismos pecilotérmicos (BUSVINE, 1980). O objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito da baixa temperatura e de distintas dietas artificiais na taxa de
desenvolvimento de larvas de C. macellaria visando a criacdo massal para a TL.

2. METODOLOGIA

Colénias de C. macellaria foram estabelecidas a partir de coletas em
ambiente natural usando armadilhas apropriadas (MORETTI et al., 2009), as quais
continham iscas. Apo0s triagem, os espécimes identificados (GRELLA e THYSSEN,
2011) foram colocados dentro de gaiolas e mantidos sob condicBes controladas
(27+1°C, 70+10% UR e 12:12h fotoperiodo). Fémeas foram estimuladas para
ovipostura com carne bovina moida crua. Os ovos, retirados com auxilio de pincel,
foram desinfectados com hipoclorito de sédio (NaClO) 1% (THYSSEN et al., 2013).
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Trinta ovos foram depositados em cada uma das dietas testadas: (AS) agar
sangue; (BHI)Brain Heart Infusion agar; (BFC) BHI + farinha de carne. Carne bovina
moida foi usada como grupo controle. A taxa de eclosdo e o desenvolvimento dos
imaturos foram avaliados sob diferentes condi¢cdes de temperatura: ambiente (16-
22+1°C) e sob refrigeracdo (4-8°C). O grupo controle foi mantido a 25+1°C.
Observagbes foram realizadas a cada trés horas até o momento da ecloséo.
Amostras de neo-larvas e de larvas com idade 30 h foram retiradas e pesadas para
avaliar a taxa de desenvolvimento, em seguida armazenadas em tubos eppendorfs
com alcool 70%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como esperado, 0s imaturos criados em carne bovina e expostos a
temperatura ambiente apresentaram o maior ganho de peso (D’ALMEIDA et al.,
2000). Ja entre as dietas artificiais testadas, o BFC proporcionou maior ganho de
peso e tamanho corporal para os imaturos, enquanto que BHI nenhuma alteracao
significativa. A Tabela 1 sumariza a relagédo entre os parametros observados.

Tabela 1. Valores médios da massa corporal larval (10° mg), conforme idade e
temperatura de exposicéo, considerando os diferentes grupos experimentais.

Condicoes de temperatura

. Baixas Baixas
Ambiente
Grppos _ (16 a 22+1°C) tempeoraturas tempeoraturas
experimentais (4 a 8°C/24h) (4 a 8°C/48h)
Idades Idades Idades
Oh 30h Oh 30h Oh 30h
Carne bovina 0,25 1,9 0,6 0,9 -2 -
Agar sangue (AS) 0,2 0,4 0,01 0,6 0,01 -
BHI 0,4 0,4° 0,7 0,8° 0,5 0,6°
BHI + farinha de 0.25 08 0.6 0.8 _a N

carne (BFC)
2N&o houve eclosdo de imaturos; ° 100% dos imaturos morreram apés 36h.

WALL et al. (1992) observou que a duracdo do periodo larval em dieta
artificial foi ligeiramente mais longo do que em figado bovino. Contudo, as dietas
artificiais trazem uma gama de vantagens, ndo so pela reducdo do odor puatrido, mas
também pela diminuicdo da contaminacdo secundaria por outros insetos que,
eventualmente, sdo atraidos pelos odores desagradaveis da carne que se
decompBe no ambiente de trabalho (ESTRADA et al., 2009). Além disso, dietas
desse tipo podem ser elaboradas visando a producdo massal de imaturos, para
guaisquer gue sejam as finalidades de uso dos insetos.

Neste estudo buscou-se uma dieta que pudesse ser garantida a padronizacao
da criacéo, taxa de sobrevivéncia igual ou superior a 75% e condi¢des sépticas de
acondicionamento dos imaturos para fins terapéuticos. Em termos de padronizacéo,
todas as dietas sao de facil preparo e baixo custo. Quanto a sobrevivéncia, quase
90% dos imaturos criados em BHI morreram a partir de 30 h de vida provavelmente
por déficit de nutrientes essenciais, tais como aminodacidos, vitaminas e lipideos, na
alimentacdo. De acordo com PARRA (2001) a qualidade e quantidade de certos
nutrientes séo relevantes para garantir o crescimento e a sobrevivéncia dos insetos.



A taxa de sobrevivéncia foi de 74% e 97,2% em BFC e carne, respectivamente,
denotando a importancia dos nutrientes para o desenvolvimento do inseto.

Em todas as dietas foi observado algum tipo de crescimento microbiano:
leveduras, bacilos Gram negativos e coco-bacilo Gram negativo em AS; cocos Gram
positivos em BHI; e bacilos Gram positivos em BFC. Certamente, a microbiota do
trato digestivo das larvas foi a fonte da contaminacao das dietas, tendo em vista que
as mesmas foram autoclavadas ap6s o preparo. Na literatura a0 menos um
simbionte, Proteus mirabilis, tem sido isolado frequentemente do intestino larval
(FLEISCHMANN et al., 2004), mas podem haver outros ainda desconhecidos. O
acréscimo de metil parahidroxibenzoato (Nipagin) a dieta artificial, como feito por
ESTRADA et al. (2009), demonstra a efetividade deste composto para inibir a
colonizagdo de micro-organismos contaminantes. PARRA (2001) acrescenta ainda
gue esse éster de largo espectro de acdo antimicrobiana apresenta baixa toxicidade.
Futuramente, préximos testes com as dietas aqui avaliadas deverdao envolver o
acréscimo de Nipagin para garantir a qualidade de esterilizagao.

Considerando a viabilidade sob diferentes condigcbes de temperatura, as
dietas representaram o melhor substrato para o desenvolvimento dos imaturos
expostos as baixas temperaturas, uma vez que o ganho de peso foi maior do que o
registrado para aqueles criados em carne sob as mesmas condi¢des. Embora as
taxas de crescimento possam ser afetadas diariamente por variagbes na
temperatura ambiente e prolongados episodios de baixa temperatura (AMES e
TURNER, 2003), é possivel usar este parametro a favor da programacéao de larvas
para o uso em TL, a fim de determinar o periodo de producdo dos imaturos até a
aplicacao terapéutica.

4. CONCLUSOES

A dieta BFC é apropriada para a manutencdo massal de imaturos de dipteros
gue sao criados visando a aplicacao terapéutica, embora tenham que ser estudados
ainda aspectos para garantir total esterilidade do meio. O periodo maximo de
armazenamento de larvas sob baixas temperaturas é de 24 horas, considerando a
manutencao de taxas apropriadas de viabilidade.
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