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RESUMO
DALLAVECCHIA, Daniele Lourinho. Comportamento Biolégico de Chrysomya
megacephala (Fabricius, 1794), C. putoria (Wiedemann, 1818) e C. albiceps (Wiedemann,
1819) (Insecta: Diptera: Calliphoridae) para Utilizacdo de Bioterapia no Brasil. 2013.
73p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas). Instituto de Biociéncias, Universidade
Federal do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ. 2013.

A dissertacdo foi dividida em capitulos. O primeiro avaliou o desenvolvimento poés-
embrionario de Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) em moela de frango (controle:
carne bovina). Foram quatro repeticdes (100 g dieta/ 40 larvas 1° instar/22 geragdo) por
tratamento, cada recipiente de 200 g foi acomodado em outro de 500 g. Registraram-se a
massa corporal das larvas de 3° instar e essas foram armazenadas em tubos de ensaio. A
média das temperaturas foi de 26°C Min/27° Max. e a UR do Ar 65% Min./80% Max. Nao foi
observada diferenca significativa pela analise de Variancia (5% de significancia) para a massa
corporal de larvas de 3° intar (moela: 73,3mg / carne: 72,2mg). A duracdo média do estagio
larval (3,2 dias) foi significativamente maior para os insetos criados em carne. Os estagios de
pré-pupa (1,0 ;1,1), pupa (3,8; 3,7) e total (6,8; 6,8), respectivamente para moela e carne, ndo
apresentaram diferenca significativa. A longevidade foi maior na dieta testada (60 dias). Nao
houve diferenga significativa quanto as viabilidades de: larva (92% , 97%); pupa (100%,
99%); e adulto (69% e 84%,) para carne e moela. A moela se mostrou satisfatéria. O segundo
capitulo avaliou o glutaraldeido 2% como esterilizante para a superficie de ovos de
Chrysomya albiceps (Wiedemann). Foram realizados trés repeticdes (0,200g /40 neolarvas 1°
intar/ 3% geragdo) dissociadas com agua destilada estéril e as suspensdes obtidas, misturadas
com glutaraldeido 2%. Apds 15 minutos de contato, as suspensdes foram filtradas em papel
filtro e o residuo obtido apo6s o filtrado, inativado pela rinsagem com Caldo Soja Tripticaseina
(TSB). As massas de ovos tratadas foram transferidas para a superficie de placas de Petri com
Agar Soja Tripcaseina (TSA). Aproximadamente 10% da massa esterilizada foi transferida
para tubos de ensaio com TSB e Caldo Tioglicolato Fluido (FTM). Esses foram incubados,
respectivamente, a 22,5°C e 35,0°C por 14 dias para verificacdo da esterilidade dos ovos. As
placas contendo o restante dos ovos (90%) foram vedadas e mantidas em camara climatizada
30°C/dia, 28°C/noite, 60+10% UR até 72h para avaliar a viabilidade e sobrevivéncia dos
insetos. O agente esterilizante Glutaraldeido a 2% mostrou-se eficaz na esterilizagdo de

volumes maiores de massa de ovos. O terceiro capitulo avaliou o glutaraldeido 2% como

vii



esterilizante para os ovos de Chrysomya putoria (Wiedemann), assim como a viabilidade do
inseto apoOs tratamento quimico. A metodologia de esterilizacdo e o teste de esterilidade
seguiram o0 mesmo procedimento apresentado no segundo capitulo. Foram realizados quatro
tratamentos: T1(12h), T2(24h), T3(48h) e T4(72h) e o controle. Para avaliar a viabilidade,
apos esterilizacdo, foram realizadas trés repeticdes em dieta moela de frango (100 g / 40
larvas 1° instar/9% geracdo) até o abandono das larvas. Passados cada periodo de tempo
estabelecido, constatou-se que a viabilidade larval e total foi significativamente inferior no T4
(69% e 46,6%.), havendo diferenca significativa em relacdo aos outros tratamentos. Em T1,
T2 e T3 produziram-se viabilidades larval, pupal e total semelhantes ao controle (larvas sem
esterilizacdo). O quarto capitulo avaliou o comportamento biologico de larvas de C. putoria,
apos processo quimico de esterilizacdo, e fisico de refrigeracdo a baixas temperaturas em
refrigerador. Apos a esterilizacdo, papeis filtro com massas de ovos esterilizadas foram
transferidas para placas de Petri contendo em sua superficie gaze umidificada com soro
fisiologico estéril (lacradas e identificadas), estas foram alocadas em refrigerador a uma
temperatura média de 8°C Méax./ 3,5°C Min., pelos periodos de tempo de: 12, 24, 48 e 72 h.
Passado cada periodo de tempo estipulado, as placas foram retiradas do refrigerador e suas
larvas transferidas para dieta (3 repeticdes 0,200g9/ 40 neolarvas 1° intar/ 9% geracdo).
Avaliando-se as viabilidades larval, pupal e total, estas foram semelhantes ao controle (larvas
sem esterilizagdo). No T4, constatou-se que as viabilidades larval e total foram
significativamente inferiores aos demais tratamentos. Apds o  desenvolvimento pos-
embrionario, a massa corporal das larvas foi pesada , em lotes de cinco, sendo tranferidas para
tubos de ensaio contendo 2g de maravalha até a emergéncia do inseto. O controle consistiu
em utilizar 40 neolarvas ndo expostas esterilizacdo e nem a baixa temperatura. O experimento
foi conduzido em cédmara climatizada regulada a 30°C/dia e 28°C/noite, com 60£10% de
umidade relativa do ar e 12 horas de fotofase (inicio as 6 horas), para observacéo da eclosao e
viabilidade das larvas nos parametros bioldgicos: massa corporal, desenvolvimento larval,
pupal , total e razéo sexual.

Palavras-chave: baixa temperatura, dieta, esterilizacdo, teste de esterilidade
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ABSTRACT
DALLAVECCHIA, Daniele Lourinho. Behavior Biological Chrysomya megacephala
(Fabricius, 1794), C. putoria (Wiedemann, 1818) and C. albiceps (Wiedemann, 1819)
(Insecta: Diptera: Calliphoridae) to Utilization of Biotherapy in Brazil. 2013. 73p. Thesis
(MA in Biology). Biosciences Institute, Federal University of the State of Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, RJ. 2013.

The dissertation is divided into chapters. The first assessed the post-embryonic development
of Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) in chicken gizzard (control: beef). There were
four replicates (100 g diet / 40 first instar larvae / 2nd generation) per treatment, each
container of 200 g was accommodated in another 500 g. Were recorded body mass of the
larvae of third instar, and these were stored in tubes. The average temperature was 26 ° C and
Min/27 © Max., RH Air Max 65% Min./80%. No significant difference was observed by
analysis of Variance (5% significance) for body mass of larvae 3rd intar (gizzard: 73.3 mg /
meat: 72.2 mg). The average duration of the larval stage (3.2 days) was significantly higher
for insects reared on meat. The pre-pupal stages (1.0, 1.1), pupa (3.8, 3.7) and total (6.8, 6.8),
respectively for meat and gizzards, showed no significant difference. The longevity was
greater in diet tested (60 days.) There was no significant difference in the viability of: larva
(92%, 97%), pupa (100%, 99%) and adult (69% and 84%) for meat and gizzard. The gizzard
showed satisfactory. The second chapter evaluated as 2% glutaraldehyde sterilant to the
surface of eggs Chrysomya albiceps (Wiedemann). Were performed three repetitions (0.200 g
/ 40 neolarvas intar 1st / 3rd generation) dissociated with sterile distilled water and the
suspensions obtained, mixed with 2% glutaraldehyde. After 15 minutes of contact, the
suspensions were filtered through filter paper and the residue obtained after the filtrate,
inactivated by rinsing with Tryptic Soy Broth (TSB). The treated egg masses were transferred
to the surface of Petri dishes with Tripcaseina Soy Agar (TSA). Approximately 10% of the
mass was transferred to sterile test tubes with TSB and Broth Fluid Thioglycollate (FTM).
These were incubated, respectively, to 22.5° C and 35.0 ° C for 14 days to check the sterility
of the eggs. The plates containing the remaining eggs (90%) were sealed and kept in an
incubator 30 ° C / day, 28 ° C / night, 60 +10% R.H AIR up to 72 hours to assess the viability
and survival of the insects. The sterilizing agent glutaraldehyde and 2% was effective in
sterilizing large volumes of egg mass. The third chapter evaluated as 2% glutaraldehyde

sterilant for eggs Chrysomya putoria (Wiedemann) and insect survival after chemical
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treatment. The method of sterilization and sterility test followed the same procedure presented
in the second chapter. Were conducted four treatments: T1 (12h), T2 (24), T3 (48h) and T4
(72h) and more control. To evaluate the feasibility, after sterilization, three repetitions were
performed on a diet of chicken gizzards (100 g / 40 first instar larvae / 9th generation) until
the abandonment of the larvae. After each set period of time, it was found that larval viability
and total was significantly lower in T4 (69% and 46.6%.), Significant difference compared to
other treatments. In T1, T2 and T3 were produced larval, pupal and total similar to the control
(larvae without sterilization). The fourth chapter assessed the biological behavior of larvae of
C. putoria after chemical sterilization process, and physical cooling to low temperatures in the
refrigerator. After sterilization, paper filter with egg masses sterilized were transferred to Petri
dishes containing on its surface gauze moistened with sterile saline (sealed and labeled), they
were placed in a refrigerator at an average temperature of 8 © C max / 3.5 °© C Min, for time
periods: 12, 24, 48 and 72 h. Spent each stipulated time period, the plates were removed from
the refrigerator and their larvae transferred to diet (3 repetitions 0.200 g / 40 neolarvas 1st
intar / 9th generation). Evaluating larval, pupal and total, these were similar to the control
(larvae without sterilization). In T4, it was found that larval and total were significantly lower
than other treatments. After the post-embryonic development, the body mass of larvae was
weighed in batches of five, being transferred to test tubes containing 2g of shavings until the
emergence of the insect. The control consisted of using 40 neolarvas unexposed or
sterilization and low temperature. The experiment was conducted in a climate chamber at 30 °
C / day and 28 ° C / night, with 60 + 10% relative humidity and 12 h photoperiod (beginning
at 6 o'clock), to observe the emergence and viability of larvae in biological parameters : body
mass, larval, pupal, and total sex ratio.

Keywords: low temperature, diet, sterilization, sterility test
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1 INTRODUCAO GERAL

Desde o Velho Mundo relatam-se infestacBes de moscas sobre os homens. Na biblia
foram citadas no antigo testamento em Exodo (8: 20-31), onde o Senhor pede a Moisés para
dizer ao Fara6: “deixa partir 0 meu povo para me prestar culto. Se recusares, mandarei moscas
sobre tua pessoa, tua gente, teu povo, tuas casas...”. Esse estigma ainda hoje persiste, fazendo
com que as moscas sejam vistas como seres repugnantes e nocivos pela maioria das pessoas.
esses pequenos insetos eram vistos como simbolo da solidariedade e entre 0s gregos, a mosca
era considerada um animal sagrado, ao qual referiam-se até certos nomes poderosos como 0s
de Zeus ou Apolo, pois acreditava-se que ela poderia evocar o turbilhdo da vida olimpica ou a
onipresenca dos deuses (Chevalier,1906).

Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794), C. albiceps (Wiedemann 1819) e C.
putoria (Wiedemann, 1818) (Insecta:Diptera: Calliphoridae) sdo espécies de moscas
varejeiras originarias da Africa, Mediterrdneo e Oriente Médio (Gagné, 1981), foram
introduzidas no Brasil na década de 1970 quando, nos anos de 1975 e 1976, embarcacGes que
transportavam refugiados de Angola e de Mocambique, animais domésticos e diferentes tipos
de alimentos, aportaram nas costas do Sudeste do Brasil. A partir dai, disseminaram-se por
diferentes regides do pais (Guimardes et al., 1979), encontrando-se, atualmente, em diversos
bi6topos: rural, urbano e florestal, prevalecendo sobre as outras espécies de califorideos em
algumas regides (Guimardes et al., 1978; Souza & Linhares 1997; Carraro & Milward-De-
Azevedo, 1999; Marinho et al., 2006).

Devido ao seu apurado olfato, dipteros da familia Calliphoridae séo atraidos por
matéria organica em decomposi¢cdo, sendo encontrados em lixdes, cadaveres, lixos
hospitalares, entre outros ambientes; utilizam-se desses substratos como meio proteico ou
para oviposicdo, por isso, transportam varios microrganismos através de suas patas, atuando,
desta forma, como vetores mecéanicos de agentes patogénicos, entre eles: enterovirus,
bactérias entéricas, esporos de fungos, cistos de protozoarios de ovos e larvas de helmintos
(Greenberg 1973; Furlanetto et al., 1984; Campos & Harsi 1984; Queiroz et al., 1999).

Sabe-se que a mosca varejeira tem um papel fundamental na natureza, sendo
decompositora de matéria organica, alimentando-se de residuos e/ou carcacas em estado de
putrefacdo. Algumas espécies, alimentam-se somente de carne em estado de putrefatacdo e
por terem habito alimentar necrofago, convivem com numerosas bactérias, deste modo,

acredita-se que desenvolveram a capacidade de controla-las. Essa caracteristica especifica,



vem sendo aproveitada de forma benéfica por diversos cientistas ao redor do mundo e é
conhecida como Bioterapia.

As larvas secretam substancias com acdo antimicrobiana, principalmente contra
Streptococcus pyogenes e Streptococcus pneumoniae (Pavillard & Wright, 1957). Por se
alimentarem de tecidos de animais em decomposicdo, conseguem destruir material
desvitalisado e, por uma série de mecanismos, auxiliam na cura de lesdes cutaneas
(Muncuoglu et al., 2007). Larvas sdo utilizadas para limpeza de feridas infectadas, como, por
exemplo, no tratamento de feridas de pele pos-cirargicas decorrentes de diabetes e
necrosadas, bem como, para Ulceras, lesbes traumaticas, gangrenas intrataveis e alguns
tumores de pacientes com diabetes e até alguns casos de cancer visando a remocao de tecido
necrosado (Sanchez et al., 2004)

As larvas de moscas necrobiontéfogas atuam na ferida a partir da digestdo de tecido
morto, restos celulares, exsudado ou feridas necroticas. A digestdo extracorporal é feita
devido a liberacdo de enzimas proteoliticas (colagenases, tripsina e quimiotripsina),
mecanismo através do qual as feridas sdo limpas. O desbridamento é auxiliado pela ingestéo
do tecido liquefeito e também devido ao rastreamento das larvas sobre o leito da ferida, além
da maceracéo feita pelos ganchos orais (Sherman et al., 2000). Ha estimulo a migracao de
fibroblastos auxiliando na remodelacdo da matriz-extracelular, assim como o aumento da
atividade angiogénica, atividade anti-microbiana, impulso a uma resposta anti-inflamatoria e
inibidora pro-inflamatoria, quebra do biofilme no leito da ferida e alteracdo do pH da ferida,
diminuindo assim, o tempo de cicatrizacdo (Prete, 1997; Muncuoglu et al., 2001; Horobin et
al., 2006; Cazander et al., 2009, 2010; Zhang et al., 2010, VVan Der Plas et al., 2010).

Nesta dissertagcdo foram realizados quatro estudos envolvendo trés espécies de dipteros
da fauna neotropical, permitindo expandir o conhecimento sobre o comportamento biol6gico
de larvas, pupas e do adulto desses insetos. Os resultados encontrados nessa dissertacdo
poderdo vir a auxiliar, tanto entomdlogos que estudam esses dipteros em suas diversas
vertentes, como clientes necessitados de tratamentos alternativos ao desbridamento cirurgico,
possuidores de patologias adjacentes ou ndo, com a utilizacdo da bioterapia; alvo principal,
desta pesquisa. O estudo do ciclo bioldgico destes dipteros, também poderad contribuir em
outras areas, por exemplo: entomologia forense, miiases, utilizacdo de pupas como
reservatorio de microhimendpteros, polinizadores, entre outras &reas da entomologia que
necessitam do conhecimento acerca destes dipteros. No primeiro capitulo foi testada moela

de frango como dieta proteica alternativa para C. megacephala, buscando diminuir o custo na



criacdo e manutencdo destes dipteros em laboratorio, assim como a otimizacdo do tempo de
preparo e alimentacdo destes insetos. No segundo capitulo avaliou-se o Glutaraldeido 2%
esterilizando a superficie dos ovos de C. albiceps, priorizando a efetividade do Glutaraldeido
como agente esterilizante e sua aprovacdo no teste de qualidade com testes de esterilidade
indicados pela farmacopeia. Ja no terceiro capitulo buscou-se, esterilizar, fazer o teste de
esterilidade e analisar a viabilidade de larvas, pupas e adultos de C. putoria, ap6s processo de
quimico de esterilizacdo. No quarto capitulo buscou-se criar uma metodologia logistica para
C. putoria, de modo que essa espécie pudesse passar por processos quimico e fisico,
mantendo-se vidvel por periodo necessario até chegar ao cliente usuario desta terapia. C.
putoria foi submetida a esterilizacdo, teste de esterilidade, periodos de inani¢éo de 12, 24, 48
e 72 horas (quatro tratamentos) em baixas temperaturas (entre 3,5°C e 6,6°C ) e ap6s cada
periodo de tempos pré-determinado, larvas provenientes de cada tratamento foram
transferidas para dieta moela de frango, em triplicata (50g dieta/ 40 larvas 1° intar /92
geracgdo), onde observou-se viabilidade, desenvolvimento pds-embrionério até a emergéncia,

razao sexual e tempo maximo de armazenamento em refrigerador sem alimentacao.



CAPITULO | — AVALIACAO NUTRICIONAL DE DIETA PROTEICA E
INFLUENCIA NA LONGEVIDADE PARA O DESENVOLVIMENTO DE

IMATUROS DE Chrysomya megacephala (FABRICIUS, 1794), (DIPTERA:
CALLIPHORIDAE)



Avaliacdo Nutricional de Dieta Protéica e Influéncia na Longevidade para o
Desenvolvimento de Imaturos de Chrysomya megacephala (Fabricius), (Diptera:

Calliphoridae)

RESUMO

Moela de frango foi testada como dieta alternativa a carne bovina para criacdo de Chrysomya
megacephala, visando diminuir custos e otimizar o tempo de preparo para manutencdo da
colbnia. Quarenta neolarvas foram transferidas para 100 gramas de dieta (0,4g/larva): moela e
carne (controle), em triplicata. A massa corporal foi registrada em lotes de cinco. Na
emergéncia, formaram-se trés repeticdes de 10 casais. O desenvolvimento p6s-embrionario
foi avaliado pelo teste Tukey 5%, na longevidade ajustou-se regressdo Weibull. Nao foi
observado diferenca significativa para a massa corporal de larvas maduras. A duracdo média,
em dias, do estagio larval foi maior para a carne. Os estagios de pré-pupa, pupa e neolarva a
adulto ndo apresentaram diferenca significativa nas dietas. Houve crescente mortalidade a
partir do 22° dia apds a emergéncia em ambas as dietas. A longevidade foi maior na moela,

gue mostrou-se tao eficiente quanto a carne nos parametros biologico testados.

PALAVRAS-CHAVE: biodiversidade, criacdo, dipteros, ecologia comportamental, mosca

varejeira.

INTRODUCAO

O interesse pela criagdo de dipteros em laboratério vem aumentando devido a
aplicabilidade desse grupo especifico de insetos no controle bioldgico de pragas (Cristino et
al., 2010), terapia com larvas medicinais (Sherman, 2009), entomologia forense (Estrada et
al., 2009), entre outras areas da ciéncia. Para a implementacdo do controle bioldgico,
necessita-se de um grande estoque de pupas desses califorideos para serem utilizados como
hospedeiros de microhimenopteros (Barbosa et al., 2004, Mello et al., 2010). A terapia larval
demanda grande gquantidade de massa de ovos para serem utilizadada durante o processo de
esterilizacdo (Dallavecchia et al., 2010), onde, ap6s o processamento, serdo enviadas para
consultérios ou centros médicos para imediata utilizacgdo no desbridamento de feridas
necroticas com diferentes etiologias (Sherman et al., 2000, Cambal et al., 2006, Aaron et al.,
2009, Dallavecchia et al., 2011). A entomologia forense requer estudos comparativos acerca

da biologia dos dipteros necréfagos em laboratério para que auxiliem em investigacGes



criminais, como também na elucidacédo do intervalo pds-morte de cadaveres (Mello & Aguiar-
Coelho, 2009).

Existem diversas espécies de moscas varejeiras da familia Calliphoridae que possuem
comportamento sinantrépico, isto €, adaptam-se bem as condicdes adversas criadas pelo
homem. Com o crescimento desordenado das habitagcOes e alteracdo do ecossistema local,
observa-se a formacdo de novos nichos ecologicos onde determinados animais conseguem
adaptar-se e coexistir com os produtos resultantes desse processo de urbanizagdo, da baixa
condi¢do de higiene ambiental, tais como excretas humanas e de animais domésticos,
resquicios urbanos e industriais, lixdes, aterros sanitarios, fossas abertas e detritos de feiras
livres; representando um sério risco para a saude (Parallupi et al., 1996, Oliveira et al., 2002)
gerando, desse modo, elevados danos econdmicos e de salde publica.

Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) é uma espécie de mosca varejeira,
originaria da Africa, Mediterraneo e Oriente Médio (Gagné, 1981). No Brasil, foi introduzida
na década de 1970 e, atualmente, encontra-se amplamente distribuida por todo o pais, desde
areas urbanas, onde sdo mais comuns (Marinho et al., 2003), rurais (Singh & Moore, 1985) e
até florestais (Ferraz et al., 2010).

Segundo D’Almeida & Lima (1994) a dieta protéica é fundamental para 0s
califorideos, popularmente conhecidos como moscas varejeiras, ndo s6 devido a sua
alimentacdo, mas também para a maturagdo dos foliculos ovarianos, que ocorrem na fase 10
do seu desenvolvimento.

Como dieta protéica para a criacdo ininterrupta de dipteros da familia Calliphoridae
em laborat6rio, muitos pesquisadores utilizam a carne bovina (Gabre et al., 2005). No
entanto, essa dieta onera 0s custos da cria¢do, além de despender do tempo dos pesquisadores
no seu processamento, onde se inclui, corte em formato de cubos (2cm3) para ser utilizada.
Outros substratos foram testados visando a manutencdo de C. megacephala, como carne
eqliina, peixe (sardinha), figado bovino, figado de ave, carne de frango, racdo pastosa para
caes, entre outras (Queiroz & Milward-de-Azevedo, 1991, Ribeiro & Milward-de—Azevedo,
1997, Barbosa et al., 2004, Silva et al., 2008, Sousa , 2010).

Diante do exposto, a preméncia de se estabelecer um insetario em laboratério para
criacdo de dipteros, bem como conhecer 0 comportamento do inseto, incluindo uma dieta
adequada a um baixo custo operacional que supra as necessidades nutricionais; fisicas como a

consisténcia, fisico-quimicas como pH e pressdo osmotica e bioldgicas, resultando em



individuos normais, com capacidade reprodutiva e longevidade adequadas ao estabelecimento
da col6nia estoque com elevado controle de qualidade € imprescindivel.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a dieta moela de frango para criacao de
C. megacephala, analisando aspectos biolégicos como massa corporal de larvas maduras,
duracdo do estagio de desenvolvimento pos-embrionério (larva, pré-pupa, pupa e neolarvas ao
adulto), abandono de larvas da dieta, ritmo de emergéncia e viabilidades dos estagios de larva,

pupa, adultos, taxa de normalidade, razdo sexual e longevidade dos adultos.

MATERIAL E METODOS

A colbnia de C. megacephala foi formada por espécimes coletados no Jardim
Zooldgico do Rio de Janeiro, RioZoo. Os insetos adultos foram capturados com o auxilio de
armadilhas semelhantes as descritas por Mello et al. (2007). Os insetos coletados foram
encaminhados para o Laboratério de Estudo de Dipteros (LED) no Departamento de
Microbiologia e Parasitologia do Instituto Biomedico da Universidade Federal do Estado do
Rio de Janeiro (UNIRIO).

No laboratério, os insetos foram submetidos a temperatura de -10°C por cerca de trés
minutos para que sua atividade metabolica diminuisse, permitindo assim, sua identificacdo
taxondmica. Os individuos adultos foram transferidos para gaiolas transparentes de
polietileno (40x30x20cm) com abertura na parte superior e frontal coberta por tecido de
algodd@o apara arejamento dos insetos. Estes foram alimentados diariamente com 20 mL de
solucdo de mel a 50% e 20 mL de a4gua. Como proteina para alimentacdo e substrato para

oviposicao, foram oferecidos 50 gramas de carne bovina e moela de frango, respectivamente

para os insetos alocados em duas gaiolas (Figura 1).




Figura 1: a) Armadilha de PVC para captura de dipteros; b) Microscdpio estereoscopico para identificacdo
taxondmica; c) Gaiolas de criagdo dos insetos adultos; d) Mel para alimentagdo (solucdo de mel a 50%) e agua;
e) Diptero em 50g de dieta para alimentacéo / oviposicdo; f) Recipientes de criacdo de dipteros (esquerda 1litro,
contendo maravalha esterilizada), direita 500g, contendo 400g de dieta para larvas; g) Recipiente lacrado e
identificado; h) Capela de Criacdo de Dipteros para acomodar recipiente de criagdo até abandono das larvas da
dieta.

Na etapa experimental, a temperatura e a umidade relativa do ar foram registradas em
termohigrografo, onde a média registrada durante o periodo experimental foi de 26°C Min./
27°C Max. e a Umidade Relativa do Ar 65% Min./ 80% Méx. (Figura 2).

FIGURA 2 ) Termohigrdgrafo para registro da temperatura e Umidade realativa do Ar inserido dentro da capela

de criagdo na primeira etapa experiemtal.

Quarenta neolarvas procedentes de fémeas da segunda geracdo da coldnia mantida no
laboratério foram transferidas, mecanicamente com o auxilio de um pincel n° 01, para 100
gramas de dieta. O experimento foi realizado em triplicata para cada tratamento: carne bovina
(controle) e moela de frango. A carne bovina foi cortada em fragdes de aproximadamente 2
cm® e a moela foi utilizada em sua forma integra. Ambas foram utilizadas frescas, sem
sujeicdo ao congelamento. Em cada tratamento, a respectiva dieta foi acondicionada em potes
plasticos de polietileno (200 gramas) e estes foram inseridos em recipientes maiores (500
gramas) contendo 5g de maravalha esterilizada ao redor de sua circunferéncia interna e a
sequir, estes recipientes foram devidamente identificados e vedados com tecido de néilon e
elastico.



O registro da massa corporal das larvas que abandonaram a dieta foi realizado em lote
de cinco larvas em balanga semi-analitica. Os espécimes foram transferidos para tubos de
ensaio (20 x 200 mm) contendo 2g de maravalha esterilizada para a pupariacdo. Os tubos
receberam identificacdo de acordo com cada repeticdo de origem. As observacdes foram
diérias e realizadas sempre no mesmo horario, 10 horas da manhd até a emergéncia dos
adultos.

Apos a emergéncia dos adultos, formaram-se trés repeticdes com 10 casais, isolados
em gaiolas confeccionadas com garrafas de polietileno com volume de um litro e meio,
contendo telas de nailon nas laterais para o arejamento. Executou-se 0 mesmo procedimento
para a dieta controle. Foi oferecido, aos adultos, diariamente, 5 mL de solugéo de mel a 50% e
5 mL de &gua, em recipientes (15X30mm) inseridos no interior das gaiolas. Ndo houve desvio
da razdo sexual em ambas as dietas, onde na dieta moela obteve-se 0,51 e na carne 0,55. As
observacdes foram realizadas diariamente. A razdo sexual (RS) foi obtida da seguinte forma:

RS = F/ M+F, onde F é 0 nimero de fémeas e M é o nimero de machos (Figura 3).

FIGURA 3:a) Chrysomya megacephala de 2% geracdo da coldnia estoque; b) Massa de ovos utilizadas no
experimento; c) Recipiente com 100g de dieta moela de frango que recebeu larvas de 1° instar inserido em
recipiente de 500g com maravalha; d) Recipientes lacrados e identificados; e) Dieta transferida para capela de
criacdo até abandono das larvas da dieta; f) Balanga semi-analitica para pesar lotes de cinco larvas em 3° instar;
g) Tubos de ensaio com maravalha estéril para acomodar o lote de cinco larvas; h) Gaiolas de garrafa pet para
estudo de longevidade de 10 casais de dipteros.

Para a analise bruta dos dados e elaboracdo dos gréficos utilizou-se o programa

Microsoft Excel. Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias



foram comparadas através do pés-teste Tukey, ao nivel de 5% de significancia utilizando o
“GraphPad Software”, versao 2.05a Instat 2. Para a analise da longevidade, foram utilizados o
estimador de “Kaplan-Meier” ¢ a regressao Weibull. Para comparar diferencas entre as curvas

de longevidade, foi utilizado o teste logrank, através do programa estatistico R.

RESULTADOS

Né&o foi observada diferenca significativa para a massa corporal de larvas maduras de
C. megacephala criadas em dieta moela de frango e carne bovina (p=0,578). J& a duracao
média do desenvolvimento do estagio de larva (p=0,0009) foi significativamente maior para
os insetos criados na dieta carne. Nos estagios de pré-pupa, pupa (p=0,1314) e total

(p=0,5996) ndo houve diferenca significativa entre as dietas (Tabela 1).

Tabela |I. Massa corporal (mg) e duragdo em dias do estagio de desenvolvimento poés-
embrionario de larvas maduras de Chrysomya megacephala oriundas de dieta moela de frango
e carne bovina (T. Média: 26°C Min. / 27° Méax., UR Média: 65% Min./ 80% Max).

Massa corporal e duragdo dos estagios em dias

Massa (mQ) Larva Pré-pupa Pupa Total

DIETA X +ds X +ds X +ds X +ds X +ds

Moela 73,3a + 8,0 3,0a+0,08 10a+x000 3,8a+0,07 6,8a+0,07

Carne 722a+45 32b+001 11a+007 37a+014 6,8a +0,05

X = Média, ds = Desvio padrao,

Meédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna nédo diferem significativamente pelo teste T ao nivel de 5%

As viabilidades dos estagios de larva (97%), pupa (99%) e de adultos (84%) criados
na dieta carne, ndo diferiram significativa (p= 0,0251) em relacdo a dieta moela, onde as
larvas obtiveram viabilidades de 97%, pupa 99% e adulto 84% com valor de p= 0,0362. O
ritmo de abandono de larvas maduras de C. megacephala foi semelhante entre os dois
substratos, com inicio e pico de abandono da dieta no segundo dia de experimento. No
terceiro dia,houve abandono de 1,29% (moela) e 12,00% (carne), estendendo-se até o quarto
dia para a dieta controle, onde 0,67% de larvas abandonaram a dieta. Quanto ao pico de

emergéncia, foi notada semelhanga entre a dieta moela e carne: ambas com o inicio de
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emergéncia dos dipteros no sexto dia, tendo seu pico no sétimo dia e se estendendo até o

oitavo dia na dieta carne (Figuras 4 e 5).
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Figura 4. Ritmo de abandono delarvas maduras de Figura 5  Ritmo de emergéncia de machos e fémeas

Chrysomya megacephala, nas dietas came bovina e de C. megacephala criados nas dietas came e moela
moela de frango. (T. Média: 26°C Min_ / 27° Max | de frango_ (T. Média- 26°C Min. / 27° Max_ UR
UE.Meédia: 65% Min_/ 80% Max). Media: 63% Mm ./ 80% Max).

A Figura 6 apresenta a curva de longevidade estimada pelo método ndo-paramétrico
Kaplan-Meier e pela regressdo Weibull. Nos dois casos as dietas carne e moela foram
consideradas co-variaveis.

Segundo o estimador de Kaplan-Meier o tempo mediano de longevidade para as
moscas na dieta carne foi de 37 dias enquanto que para a dieta moela 39 dias. Observou-se
gue em 55 dias todas as moscas na dieta carne estavam mortas, ja para a dieta moela foi de 60
dias. Com o objetivo de comparar se existe diferenca entre as curvas de longevidade foi
utilizado o teste logrank. Considerando um nivel de confianca de 95% obtém-se um p-valor
0,63, desta forma, conclui-se que néo existe diferenca entre as curvas de longevidade para a
dieta carne e moela.

Através da regressdo Weibull, com p-valor de 0,59 conclui-se que ndo ha diferenca
entre as dietas. As estimativas de méxima verossimilhanga para os pardmetros de forma e
escala foram 3,34 e 39,13, respectivamente. De acordo com Reis & Haddad (1997) a curva de
sobrevivéncia foi do tipo I, ou seja, a taxa de mortalidade aumenta com o tempo ja que o
parametro de forma é maior que 1. O tempo meédio estimado pela regressdo Weibull é de
acordo com Colosimo & Giolo (2006) uma forma de verificar a adequabilidade do modelo é
através do grafico construido a partir das estimativas obtidas pelo método de Kaplan-Meier
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versus as estimativas obtidas pela modelo. O ajuste sendo adequado é esperado que a curva
acompanhe a reta x=y.

A Figura 7 apresenta a longevidade estimada por Kaplan-Meier versus as estimativas
obtidas pela regressdo Weibull. Como a curva acompanha a reta, 0 modelo Weibull ajusta-se

bem aos dados em estudo.
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Figura. 6 - Curvas de longevidade de Chrysomya Figura 7 - Longevidade de Chrysemya megacephala

megacephala estimadas pelo por Kaplan-Meier e ajuste  estimada por Kaplan-Meier versus regressio Weibull
da regressio Weibull (Tmédia: 26°CMin. / 27°Max., UR  (Tmédia: 26°C Min. / 27°Max., UR média: 63% Min.
média: 65% Min. / 80% Max). 80% Max).
Na tentativa de estudar o sexo das moscas dentro da dieta carne sdo apresentadas na
Figura 8 as estimativas de Kaplan-Meier e a regressao Weibull para os machos e fémeas que
receberam esta dieta. Atraves do teste logrank e com p-valor de 0,58 conclui-se que ndo existe
diferenca entre os sexos o que também é verificado pela regressdao Weibull com p-valor 0,77.
Os valores das estimativas obtidas para o ajuste da regressdo Weibull séo 2,9 para o
parametro de forma e 38,5 para o pardmetro de escala, 0 que mostra que a curva de
sobrevivéncia € do tipo 1 para 0os machos na dieta carne, com tempo médio de longevidade
estiado em 34,3 dias. Para as fémeas os valores estimados foram 2,8 e 39,3 para 0s parametros
de forma e escala respectivamente, neste caso o tempo medio estimado foi 34,98.
A Figura 9 apresenta as estimativas de Kaplan-Meier e regressdo Weibull para machos
e fémeas que receberam a dieta moela de frango. O teste logrank aponta para a ndo diferenga
entre os sexos, com p-valor de 0,87, 0 mesmo pode-se concluir com a regressao Weibull com
p-valor de 0,88. O tempo médio estimado para a longevidade é 37,7 tanto para 0s machos
quanto para as fémeas que receberam a dieta moela. O parametro de forma e escala para 0s
machos sdo 4,1 e 41,6 respectivamente e para as fémeas 3,8 e 44,8. Em ambos 0s casos a

curva de sobrevivéncia é do Tipo 1.
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Figura 8. Longevidade de Chrysomya megacephala estimada por Kaplan-Meier e regressdo Weibull para machos
e fémeas criados em dieta carne (T. Média: 26 °C, Min./ Max. 27 °C, U.R média: 65% Min / Max 80%).
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Figura 9 — Longevidade de Chrysomya megacephala estimado por Kaplan-Meier e regressdao Weibull para
machos e fémeas criados em dieta moela de frango (T. média: 26 ° C min. / 27 ° Max, U.R média: 65% Min /
Max 80%).

DISCUSSAO
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Diversos autores testaram dietas a base de proteina (Tabela 2) para a manutencdo de
suas col6nias em laboratério, no entanto, a dieta natural mais utilizada para criacdo de larvas
de C. megacephala é a carne bovina, porém, essa € adquirida a custos elevados e deve passar
pelo processo de cortes, no tamanho aproximado de 2cm? e, ap6s, é transferida para sacos
plasticos de polietileno, sendo armazenada em recipientes plasticos para ser congelada, o que
demanda tempo e trabalho em seu manuseio (Queiroz & Milward-de-Azevedo 1991,Gabre et
al. 2005).

Comparando-se a carne bovina (acém) e a moela de frango quanto ao valor
nutricional, foi observado através de informagdes nutricionais exigidas pela ANVISA no
verso das embalagens de 100g de cada produto, que ambas as dietas possuem 0S mesmos
nutrientes, diferenciando-se apenas quanto aos valores (kcal, gramas ou miligramas).
Seguindo esta analise, seguem as informacdes para carne e moela respectivamente: calorias
(150 Kcal e 92Kcal), proteinas (16,0g e 21,0g), gorduras totais (2,0g e 6,0g), gorduras
saturadas (0,59 e 2,0), colesterol (97mg e 125mg), calcio (8mg e 12mg), ferro (1,95mg e
3,2mg) e sodio (82mg e 130mg). No entanto, essa diferenca ndo afetou negativamente o
desenvolvimento dos dipteros. Observou-se que a duracdo do estdgio larval dos insetos
criados na carne foi mais longa do que na moela. Isto reflete o ritmo de abandono que se
estendeu até o quarto dia ap6s o inicio do experimento para os insetos criados em carne, ao
passo que na moela, as larvas abandonaram a dieta quase em sua totalidade no segundo dia
(98,71%), indicando uma maior homogeneidade no desenvolvimento dos insetos criados na
dieta testada.

Parra (2001) afirma ser importante para 0s insetos uma dieta que apresente aspectos
atrativos como dureza, textura, homogeneizacdo e agua. Alguns autores consideram que a
maior rapidez no desenvolvimento das larvas pode ser uma vantagem para sua sobrevivéncia,
pois alcancam sua maturidade mais rapidamente (Aguiar-Coelho & Milward-de-Azevedo,
1998).

Santos et al., (1996) ao criarem larvas de C. megacephala em dieta sardinha, mantidas
previamente por 2 e 24 horas a 30°C, observaram o pico de abandono no terceiro dia,
posterior ao do presente estudo, apesar da média de temperatura ter sido inferior (26°C Min./
27° C Max.), sugerindo que a dieta pode ter influenciado neste parametro bioldgico.

A diferenca observada entre a duracdo dos estagios larvais ndo interferiu na aquisicéo
de massa corporal dos imaturos que foi semelhante para os insetos criados em ambas as

dietas. O peso dos imaturos reflete diretamente o desenvolvimento dos insetos adultos, como
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tamanho, sobrevivéncia, dispersdo e capacidade reprodutiva (Aguiar-Coelho & Milward-De-
Azevedo, 1998, D’ Almeida & Oliveira, 2002).

A longevidade total (machos e fémeas) dos insetos criados nas duas dietas nao
apresentou diferenca significativa. Analisando-se fémeas e machos isoladamente, observou-se
que ndo existe diferenca entre os sexos, e a longevidade esperada sd@o muito préximas.
Barbosa et al., (2004) em seu experimento, testando como dieta alternativa um alimento
pastoso para cdes (Pedigree®), observaram que as fémeas viveram mais na dieta carne. Gabre
et al., (2005) elaboraram uma tabela de vida para C. megacephala criadas em carne bovina e
também observaram longevidade maior de fémeas em relacdo aos machos.

Sousa et al.,, (2010) testando figado de frango como dieta para esta espécie,
observaram que 0s insetos apresentaram significativamente menores viabilidades dos estagios
larvais e totais, ao comparar com a dieta controle. A dieta testada foi superior a carne bovina
em dois parametros: viabilidade das larvas e total. Na viabilidade de pupa, a diferencga foi
minima (99% moela e 100% carne), revelando que a moela pode ser uma alternativa mais
barata e tdo eficiente quanto a dieta carne bovina para a criacao destes dipteros.

A razdo sexual em ambas as dietas ficaram proximas de 50%, padrdo considerado
normal (Esser, 1990). O mesmo foi observado por Milward-De-Azevedo et al., (2000) ao
compararem dietas oligidicas e para Gabre et al., (2005) em seu experimento com carne
bovina.

Um aspecto a ser considerado em uma dieta € a relacdo custo beneficio (Chaundhury
et al., 2000). Um quilo de carne acém costuma ser em media 20% mais cara que um quilo de
moela de frango. Outra vantagem é que esse substrato pode ser utilizado em sua forma
integra, isto facilita o trabalho dos pesquisadores na manutencdo de grandes estoques de
dipteros e no armazenamento da dieta, reduzindo o tempo no seu preparo.

Estes resultados permitirdo, com maior eficiéncia e menores custos, a producdo em
larga escala desses insetos para a utilizacdo em terapia larval, no estudo de controle ambiental
com pupas parasitadas, na entomologia forense e auxiliando também outros cientistas como

herpetdlogos, entomdlogos, aquariofilista, ranicultores, entre outros.
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Tabela II: Revisdo da literatura sobre diferentes dietas utilizadas para a criagdo de dipteros em

laboratorio.

Familia Espécie Dieta Referéncia Ano
Calliphoridae  Chrysomya Figado, masculo, ramen Estrada et 2009
albiceps bovino e coragéo de frango, al.,

(Wiedemann,1819) todos crus.
Carne equina em estado de Aguiar- 1995
putrefacéo. Coelho et al.,
Carne bovina Queiroz & 1991
Milward-de-
Azevedo
Figado de Ave Sousaetal., 2010
Chrysomya
megacephala Albumina, dleo vegetal, Mendonga et 2009
(Fabricius, 1794).  vitaminas, sais minerais, Agar, al.
nipagin e 4gua destilada.
Carne bovina Gabreetal. 2005
Racéo pastosa para cées Barbosa et 2004
(Pedigre ®) al.
Peixe Esser 1990
Cochiomya Carne eqliina em estado de Aguiar- 1995
macellaria putrefacao. Coelho et al.,
(Fabricius, 1775)
Lucilia cuprina Carne eqina, formaldeido, Cunhae 1994
(Wiedemann, levedo de cerveja, proteinato Silva et al.,
1830). de calcio, sais de Wesson, agar
e ovo de galinha.
Carne eqliina em diferentes Paes et al., 2000
estagios de putrefacéo.
Phaenicia Figado bovino Silvaetal.,, 2008
sericata
(Meigen,1826)
Sarcophagidae  Ravinia belforti carne moida, carne de figado, Kamal 1958
(Prado & Fonseca, biscoito para cachorro
1932).
Muscidae Musca domestica farelo de trigo, carne de alfafa, Greenberg 1954

(Linnaeus, 1758)

graos de purina e cerveja.



CONCLUSAO

A dieta moela de frango foi considerada adequada para cria¢do de C. megacephala em
laboratorio sendo recomendada como uma dieta alternativa a utilizacdo da carne bovina. Os
parametros biol6gicos como massa corporal das larvas maduras, duracdo dos estagios de pré-
pupa, pupa e neolarvas ao adulto ndo diferiram significativamente do controle (carne),
enguanto as viabilidades dos estagios de larva e de neolarvas a adulto foram superiores para
os adultos criados na dieta moela, assim com a longevidade dos adultos foi superior na dieta

moela.
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CAPITULO 1I- ESTERILIZACAO DA SUPERFICIE DOS OVOS E TESTE DE
ESTERILIDADE DE Chrysomya albiceps (WIEDEMANN) (INSECTA: DIPTERA:
CALLIPHORIDAE) PARA UTILIZACAO EM BIOTERAPIA NO BRASIL
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Esterilizacdo da Superficie dos Ovos e Teste de Esterilidade de Chrysomya albiceps

(Wiedemann) (Insecta: Diptera: Calliphoridae) para utilizacdo em Bioterapia no Brasil

RESUMO

Esterilizar ovos de dipteros para utilizacdo em bioterapia exige a producdo de larvas
estéreis em larga escala, assim como controlar sua qualidade. Neste estudo, objetivou-se
avaliar a acdo do Glutaraldeido na esterilizacdo de ovos de Chrysomya albiceps, aplicando
testes de esterilidade. Massas de ovos com 0,600 gramas foram divididas em trés partes de
0,200 gramas e dissociadas com &gua destilada estéril, as suspensdes obtidas, foram
misturadas com solucdo ativada de Glutaraldeido 2%. Apd6s 15 minutos de contato, as
suspensdes foram filtradas em papel filtro e o residuo de Glutaraldeido excedente no filtrado
foi inativado pela rinsagem com Caldo Soja Tripticaseina (TSB). As massas de ovos tratadas
foram colocadas em placas de Petri contendo Agar Soja Tripcaseina (TSA). Cerca de 10% da
massa esterilizada foi transferida para tubos contendo TSB e Caldo Tioglicolato Fluido
(FTM). Estes tubos foram incubados, respectivamente, a 22,5°C e 35,0°C por 14 dias para
verificacdo da esterilidade das massas de ovos. As placas contendo o restante dos ovos (90%)
foram vedadas com filme plastico e mantidas em cémara climatizada 30°C/dia e 28°C/noite,
60+10% UR e 12h de fotofase para avaliar a viabilidade e sobrevivéncia dos insetos. Cada
experimento foi realizado em triplicata utilizando Cabine de Seguranga Bioldgica tipo Classe
Il. No agente testado ndo foi encontrada mudanca de cor ou turvamento atestando a
esterilidade do produto, assim como qualquer vestigio de contaminagdo. O produto testado
mostrou-se eficaz para uso como esterilizante de ovos de C. albiceps em todos o0s parametros
avaliados.

Palavras-chave: Biodiversidade , larvas terapicas, moscas varejeiras, glutaraldeido

Introducéo
Bioterapia ¢ uma técnica terapéutica utilizada para o desbridamento de feridas, com o
emprego de larvas de moscas necrobiontéfogas, eclodidas de ovos previamente esterilizados.
Essa é uma técnica muito antiga, havendo indicios de que civilizagbes como tribos
aborigines da Australia, habitantes do Norte de Mianmar e os Maias na América Central ja
utilizavam os beneficios dessa técnica (Sherman et al., 2000). Ambroise Paré (1510-1590),
médico-cirurgido francés no periodo entre - guerras observou pela primeira vez o beneficio do

uso de larvas de moscas sobre as feridas, onde soldados que eram atingidos em campo e que
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apresentavam infestagdes de larvas em seus ferimentos, cicatrizavam melhor do que os que
ndo apresentavam infestacdes por larvas. Em 1829, o Bardo Dominic Larrey, general-médico
do exeército de Napoledo, ao recolher soldados na frente de batalha, relatou que quando estes
tinham suas feridas infestadas por larvas, apresentavam menos propensdo a infeccdo e o
processo de cura era mais acelerado comparado aos outros feridos (Goldstein, 1931).

Foi introduzida pela primeira vez nos Estados Unidos (1931) por William S. Baer,
professor e médico ortopédico no Hospital Johns Hopkins, em Maryland, onde foi utilizada
rotineiramente até meados da década de 40, em mais de 300 hospitais. Com a implantacédo dos
antibiéticos e as técnicas de desbridamento cirurgico, o tratamento realizado por larvas
terapicas tornou-se descartavel até o inicio de 1990, quando, devido a alta resisténcia de
bactérias em feridas infectadas, voltou a ser utilizado nos Estados Unidos, Reino Unido e
Israel (Mumcuoglu et al., 1999; Sherman et al., 2000). Essa técnica tem sido utilizada
rotineiramente em alguns paises como Estados Unidos, México,Chile, Inglaterra, Alemanha,
Suica, Suécia, Asia, Israel, India, Indonésia, entre outros, como uma alternativa eficiente para
auxiliar na cura de feridas consideradas de dificil cicatrizacdo como pé diabético, Ulceras
venosas, Ulceras de pressdo, queimaduras, assim como determinados tipos de tumores
benignos, abscessos e osteomielitis (Sanchez et al., 2004).

As larvas de dipteros necrobiont6fogos atuam liberando, no leito da ferida, secrecoes e
linfa capazes de induzir & cicatrizagcdo. H& estimulo a migragdo de fibroblastos auxiliando na
remodelacdo da matriz-extracelular, assim como o aumento da atividade angiogénica,
atividade anti-microbiana, estimulo a uma resposta anti-inflamatéria (1L-10) e inibidora pro-
inflamatdria (TNF-a, 1L-12p40), quebra do biofilme, morte das bactérias por ingestdo e
alteracdo do pH da ferida, diminuindo assim, o tempo de cicatrizacdo (Prete, 1997;
Muncuoglu et al., 2001; Horobin et al., 2006; Cazander et al., 2009, Nitsche et al., 2010;
Zhang et al., 2010; Van Der Plas et al., 2010; Cazander et al., 2010).

Chrysomya albiceps (Wiedemann 1819) foi introduzida e relatada pela primeira vez
no Estado de S&o Paulo, Brasil, no final da década de 1970, e encontra-se atualmente
distribuida em quase todo o territorio nacional dada sua consideravel habilidade de dispersdo
e adaptacdo (Estrada et al., 2009). Trata-se de uma espécie necrobiontéfoga, causadora de
miiase secundaria (atraida por carne em putrefacdo). Segundo Ferraz et al., (2011) C. albiceps
é um agente etioldgico de miiases exodtica no Brasil, sendo reportado como agente causador

de miiases em um Hopistal no Rio de Janeiro.
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Para utilizar essa espécie em bioterapia sdo necessarios estudos laboratoriais e/ou
clinicos para avaliar sua eficacia como larva terapéutica. Para isso, torna-se indispensavel
produzir larvas estéreis em larga escala, conhecer e dominar uma técnica de esterilizacdo de
ovos para dipteros. Desta forma, objetivou-se avaliar a acdo do glutaraldeido na esterilizacéo
de ovos de C. albiceps, aplicando testes de esterilidade segundo as normas da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA-Brasil), para que as larvas possam ser aplicadas

aos clientes com seguranca e sem qualquer possibilidade de veicularem microorganismos.

Material e Métodos

O estudo foi conduzido no Laboratério de Estudo de Dipteros (LED) e no Laboratdrio
de Microbiologia do Departamento de Microbiologia e Parasitologia, do Instituto Biomédico
da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO).

Os insetos adultos foram capturados na Fundacdo Jardim Zooldgico da cidade do Rio
de Janeiro e transferidos para o LED, onde procedeu-se identificacdo taxondmica segundo
Mello et al., (2007). A metodologia de criacdo seguiu Dallavecchia et al., (2009).

A esterilizacdo da superficie da massa de ovos foi realizada com o esterilizante
quimico glutaraldeido, um esterilizante liquido comumente utilizado na esterilizacdo de
materiais de uso hospitalar. Esse agente possui acdo répida e eficaz sobre bactérias, Gram-
positivas e negativas, micobactérias, fungos e virus (Anvisa 2007). Na avaliacdo da eficicia
do procedimento de esterilizacdo foram utilizados dois testes de esterilidade microbiologica,
por adicdo em meio liquido, com base no método de inoculacdo direta descrito na
farmacopeia brasileira (Brasil 2010).

Massas de ovos provenientes de fémeas de C. albiceps da col6nia estoque pertencentes
a 3% geracdo, foram transferidas, com auxilio de pinca estéril para uma lamina de vidro de
microscopia e, em seguida, pesadas em balanca semi-analitica até alcancar o peso total de
0,600 g, apds, foram divididas em trés partes iguais de 0,200g, a média de ovos em 0,200g é
de aproximadamente 1900 ovos. A seguir, as massas foram transferidas para placas de Petri
estéreis e misturadas com 4 mL de agua destilada estéril para desagregar os ovos, sendo estes
dissociados mecanicamente com a ajuda de um pincel n® 0. A suspensdo de ovos obtida foi
transferida, assepticamente, para um tubo de ensaio contendo 20 ml de solucdo de
glutaraldeido 2%, ativada pela elevacdo do pH para 8,0-8,2 através da adi¢do de bicarbonato
de sodio 0,4% e fosfato de s6dio monobasico 0,05%. Passados 15 minutos de contato, o

conteldo do tubo foi filtrado através de um disco de papel filtro Whatman 0,8 um de
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espessura € com 2 cm de didmetro colocado em um suporte plastico estéril (copo monitor
Bactor Estéril 100ml), tendo por apoio um Kitasato. Imediatamente ap0s a filtracdo, o papel de
filtro foi rinsado com 30 mL de Caldo Soja Tripticaseina (TSB), para neutralizacdo de
qualquer residuo de glutaraldeido que pudesse ter efeito toxico sobre os ovos. Em condi¢des
assépticas, os ovos foram transferidos para a superficie de placas de Petri com Agar Soja
Tripcaseina (TSA), sendo lacradas com filme plastico de PVC e colocadas em camara
climatizada regulada a 30°C/dia e 28°C/noite, com 60£10% de umidade relativa do ar e 12
horas de fotofase (inicio as 6 horas), para observacdo da eclosdo das larvas e algum
crescimento bacteriano na placa.

Para o teste de esterilidade, cerca de 10% (média de 190 ovos) da massa tratada com
glutaraldeido foi retirada da superficie do papel de filtro, com auxilio de um pincel estéril, e
transferidas para tubos de ensaio contendo 10 mL de TSB (detecta a presenca de bactérias
aerodbias e facultativas) e Caldo Tioglicolato Fluido (FTM) (detecta a presenca de aerdbios e
anaerdbios), sendo esses incubados, respectivamente, a 22,5°C e 35,0°C por 14 dias. Apds o
periodo de incubacdo os tubos foram inspecionados visualmente quanto a indicios de
crescimento bacteriano. Todos o0s experimentos foram realizados em triplicata, sendo o

manuseio dos materiais feito em Cabine de Seguranca Bioldgica tipo Classe Il (Fig 1).

[1.0cm |

Fig 1: a) Massa de ovos de Chrysomya albiceps com 0,200g; b) Espécime do sexo feminino de C. albiceps da

colbnia do laboratério; ¢) Pupa de C. albiceps.
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Resultados e Discussdo

Neste estudo foram realizados testes preliminares para esterilizacdo de ovos de
Crysomya albiceps utilizando Hipoclorito de Sodio 0,5 e 1%, desenvolvidos em diferentes
tempos de exposicdo, para esterilizar massa de ovos. Porém, ao se fazer o teste de esterilidade,
de acordo com protocolo farmacopeico, os resultados ndo foram satisfatorios, verificando-se a
presenca de contaminagdo nos tubos de Caldo Soja Tripticaseina (TSB) e Caldo Tioglicolato
Fluido (FTM) que continham os ovos esterilizados. O resultado supracitado serviu de base
para descontinuar o uso do Hipoclorito de Sddio e buscar como substancia esterilizante
alternativa o Glutaraldeido 2% (Dallavecchia et al., 2010). Hipoclorito de sodio, usado
isoladamente ou associado ao acido bérico (Liquido de Dakin) tem sido o agente quimico
mais utilizado entre os pesquisadores. Varzin et al., (2005) testaram oito agentes
esterilizantes, em concentracGes e tempos distintos. As andlises do teste de esterilidade foram
realizadas com Plate Count Agar (PCA), onde somente trés dos agentes testados, dentre 0s
oito selecionados, ndo continham crescimento bacteriano, entre estes, Formaldeido,
Farmasept- plus® e hipoclorito de sédio 0,5%, no entanto, as viabilidades das larvas foram
pouco acima de 50% com o0s quimicos testados.

Para esterilizar ovos de C. megacephala e C. putoria, Nitsche et al.,(2010) utilizaram
grupos de 60 ovos, divididos em trés grupos de 20 para cada espécie, empregaram solucdes de
hipoclorito de sédio 0,5% e 1,0%. Para atestarem a esterilidade das larvas, empregaram
técnica parecida com a de Varzin et al., (2005), onde, apés esterilizararem os ovos, utilizaram
PCA e Agar Sangue, ndo encontrando, em suas amostras contaminacao.

No atual trabalho, procurou-se esterilizar grandes demandas de ovos de moscas para
utilizacdo em bioterapia, visando atender as necessidades hospitalares. Sherman et al.,
(2000) sugeriram que para a limpeza das feridas o ideal seria utilizar 10 larvas /cm?de area da
superficie necrosada de uma ferida, Geralmente, feridas consideradas pequenas podem receber
a aplicacdo de até 200 larvas, ao passo que grandes feridas receberiam a aplicagdo de até 1000
larvas para um desbridamento eficaz, portanto, é necessario que o profissional avalie a
extensdo da ferida e o numero aproximado de larvas que necessitara utilizar (Muncuoglu et
al., 1999; Jarvis, 2000).

O agente quimico Glutaraldeido 2%, utilizado no processo de esterilizacdo nao
impediu a ecloséo das larvas da espécie testada. A esterilidade microbioldgica dos ovos de C.
albiceps foi comprovada pelo teste de esterilidade farmacopeico, assim como a qualidade das

larvas, promovendo maior confiabilidade ao agente testado para este procedimento.

27



Paulino (1999) afirmou que o glutaraldeido € um agente quimico que apresenta como
desvantagem a alta mortalidade dos insetos quando utilizado na desinfec¢do de ovos, porém,
no presente estudo este fato ndo foi observado. Sugere-se que isto possa estar relacionado
com a ndo utilizagdo de um agente neutralizador de toxidade.

O agente esterilizante Glutaraldeido a 2% mostrou-se eficaz na esterilizagdo de
volumes maiores de massa de ovos (0,6009) e a toxidade atribuida ao agente esterilizante,
sendo considerado por Paulino (1999) como inviavel devido as altas taxas de mortalidade das
larvas pode ser evitado se, ao esterilizar os ovos, as massas forem rinsadas com um agente
neutralizador.

O teste de esterilidade, segundo as normas da ANVISA ¢ indispensavel para garantir a
qualidade do produto, assim como para a seguranca do cliente final. Estudos e investimentos
precisam ser realizados e analisados no sentido de ampliar a fabricacdo das larvas e

disponibiliza-la para uso do paciente portador de feridas de dificil cicatrizacéo.
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CAPITULO Il — ESTERILIZACAO DE OVOS DE Chrysomya putoria (WIEDEMANN,
1818) (INSECTA: DIPTERA: CALLIPHORIDAE) PARA UTILIZACAO EM
BIOTERAPIA
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Esterilizacdo de ovos de Chrysomya putoria (Wiedemann, 1818) (Insecta: Diptera:

Calliphoridae) para utilizacdo em bioterapia.

Resumo

Para 0 uso da bioterapia é necesséaria a producao de larvas de dipteros estéreis em laboratério
em larga escala com controle de qualidade. Neste estudo, objetivou-se avaliar a agdo do
glutaraldeido na esterilizacdo de ovos de Chrysomya putoria, aplicando testes de esterilidade
farmacopeicos. Massas de ovos com 0,600 gramas foram divididas em trés partes de 0,200
gramas e dissociadas com auxilio de agua destilada estéril e, as suspensdes obtidas,
misturadas com solucdo ativada de glutaraldeido 2%. Apds 15 minutos de contato, as
suspensdes foram filtradas em papel filtro Whatman 0,8 pum e o residuo de glutaraldeido
obtido no filtrado, inativado pela rinsagem com Caldo Soja Tripticaseina (TSB). As massas
de ovos tratadas foram colocadas, assepticamente, em placas de Petri contendo gaze
umedecida com solucdo salina estéril. Cerca de 10% da massa esterilizada foi transferida para
tubos contendo TSB e Caldo Tioglicolato Fluido (FTM). Estes tubos foram incubados,
respectivamente, a 22,5°C e 35,0°C por 14 dias para verificacdo da esterilidade das massas de
ovos. As placas contendo o restante dos ovos (90%) foram vedadas com filme pléastico e
mantidas em camara climatizada 30°C/dia e 28°C/noite, 60+10% UR e 12h de fotofase para
avaliar a viabilidade e sobrevivéncia dos insetos. Cada experimento foi realizado em triplicata
utilizando Cabine de Seguranca Bioldgica tipo Classe Il. No agente testado ndo foi
encontrado mudanca de cor ou turvamento atestando a esterilidade do produto, assim como
qualquer vestigio de contamina¢do. Quarenta larvas (em trés repetices) nos periodos de 12,
24 e 48 horas apos a esterilizacdo transferidas para dieta produziram viabilidades larval, pupal
e total semelhantes ao controle (larvas sem esterilizacdo). No entanto, no tratamento de 72
horas, constatou-se viabilidades larval e total significativamente inferiores aos demais
tratamentos. Nao houve diferenca significativa para o estagio pupal. O produto testado
mostrou-se eficaz para uso como esterilizante de ovos de C. putoria em todos os parametros
avaliados.

Palavras -chave: Feridas, larvas estéreis, terapia larval, teste de esterilidade.

32



Abstract: Large-scale, quality controlled laboratory production of fly larvae is needed for
biotherapy. The objective of the present study was to assess the action of glutaraldehyde on
the sterilization of Chrysomya putoria eggs by applying pharmaceutical sterility tests. Egg
masses with 0.600 g were divided into three parts of 0.200 g, the eggs separated using sterile
distilled water and the suspensions obtained were mixed with activated 2% glutaraldehyde
solution. After 15 min contact, the suspensions were filtered through 0.8 um Whatman filter
paper and the glutaraldehyde residue obtained in the filtrate was inactivated by rinsing with
Triptocasein Soybean Broth (TSB). The treated eggs were placed aseptically on Petri dishes
containing gauze moistened with sterile saline solution. About 10% of the sterilized mass was
transferred to test tubes containing TSB and Fluid Thioglycollate Broth (FTB). The tubes
were incubated, respectively, at 22.5°C and 35.0°C for 14 days to verify the egg mass
sterility. The plates containing the rest of the eggs (90%) were sealed with plastic film and
kept in an acclimatized chamber 30°C/day, 28°C/night, 60+10% RH and 12h light period to
assess the insect viability and survival. Each experiment was carried out in triplicate using a
biological class Il safety cabinet. No change in color or turgidity were found in the agent
tested that proved the sterility of the product and there was no trace of contamination. Forty
larvae (in three replications) in the period of 12, 24 and 48 hours after sterilization, when
transferred to the diet produced larva, pupa and total viability similar to the control (larvae
without sterilization). However, in the 72-hour treatment, larva and total viability were
significantly lower than the other treatments. There was no significant difference for the pupa
stage. The product tested was shown to be efficacious for use as a sterilizer of Chrysomya
putoria eggs for all the parameters assessed.

Keywords: wounds, diabetes, sterile larvae, larva therapy, sterility test
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Introducéo

Estudos relacionados a dipteros necrobiontéfagos vém despertando interesse entre
entomologistas e pesquisadores devido a aplicabilidade em diversas areas da ciéncia, como na
bioterapia (Sherman, 2010), entomologia forense (Estrada et al., 2009; Ferraz et al., 2012), no
controle bioldgico através da utilizacdo de algumas espécies como hospedeiras para
microhimendpteros parasitoides (Mello et al., 2009; Barbosa et al., 2010), assim como, na
capacidade de produzirem miiases ocasionais ou acidentais (Ferraz et al., 2010).

Bioterapia, também conhecida como terapia larval, é uma técnica terapéutica utilizada
para o desbridamento rapido de feridas, com o emprego de larvas de dipteros vivas e estéreis
colocadas de forma intencional na ferida para que se alimentem somente dos tecidos
desvitalizados, ou seja, fagam a “desbridamento minucioso”, preservando os tecidos vivos.
Por outro lado, miiase é a presenca de larvas de moscas desenvolvendo-se em tecido vivo ou
necrosado, sendo o processo acidental (Sherman et al., 2000; Ferraz et al., 2010). A bioterapia
tem sido utilizada rotineiramente em alguns paises da América do Norte, Central e Europa,
como uma alternativa eficiente para auxiliar na cicatrizacdo de feridas consideradas de dificil
cicatrizacdo como pé diabético, ulceras venosas, Ulceras de pressdo, queimaduras, assim como
determinados tipos de tumores benignos, abscessos e osteomielites (Sanchez et al., 2004).

Nitsche et al., (2010), verificaram que lesbes induzidas experimentalmente em ratos
modelo Wistar, tratados com bioterapia, cicatrizaram mais rapidamente comparados a outros
submetidos a métodos de tratamento tradicional.

Horobin et al., (2006), em testes realizados in vitro, demonstraram que a liberacao de
extratos/secre¢cbes (ES) de larvas de dipteros estimulam a migracdo de fibroblastos
auxiliando na remodelacdo da matriz-extracelular, assim como aumenta a atividade
angiogénica dos tecidos (Zhang et al., 2010), fatores indispensaveis para a cicatrizacdo. Os ES
atuam no processo infeccioso dos tecidos por sua atividade anti-microbiana sobre espécies de
bactérias Gram positivas e negativas (Cazander et al., 2009) e por sua acdo benéfica nos
neutréfilos humanos, estimulando a produgdo de uma resposta anti-inflamatéria (1L-10) e
inibidora pro-inflamatéria (TNF-a, I1L-12p40) (Van Der Plas et al., 2009, 2010).

A bioterapia, também auxilia na desinfec¢édo anti-microbiana da ferida pela acéo direta
das larvas sobre as bactérias encontradas no leito da ferida, por liberarem enzimas e fazerem a
ingestdo destas. Segundo Muncuoglu et al.,(2001) larvas de dipteros ao digerirem o tecido
necrosado da ferida, acumulam no intestino médio anterior, altas taxas de bactérias, no

intestino posterior ja pode ser observada uma diminuicdo significativa na quantidade de
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bactérias e, 0 nimero dessas diminuiu mais ainda na porcdo final do intestino e praticamente
nenhuma bactéria é vista na extremidade posterior, proximo ao anus, o que indica que as fezes
depositadas nas feridas contém apenas um pequeno numero de bactérias que nao sdo nocivas.

A formacdo de biofilme em processos infecciosos, em tecidos ou associados a
implantes de dispositivos médicos, representa um grande desafio terapéutico. A matriz
extracelular que envolve as bactérias nos biofilmes dificulta a acdo de antibi6ticos, assim
como células e moléculas efetoras do sistema imune do hospedeiro (Van Der Plas et al.,
2008). Estudos in vitro demonstraram que os ES de Lucilia sericata (Meigen, 1826) (Diptera:
Calliphoridae) inibem a formacgéo ou determinam a desagregacdo de biofilmes formados por
importantes patégenos como Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus (Harris et
al., 2009; Cazander et al., 2010), esta desagregacdo na superficie dos materiais de implantes
potencializaria a eficacia de antibioticos utilizados durante o tratamento (Van Der Plas et al.,
2009, 2010).

Chrysomya putoria (Wiedemann,1818) possui caracteristicas biolégicas com potencial
para a utilizacdo em bioterapia (Dallavecchia et al., 2010), pois apresenta comportamento
necrobiontéfogo e elevada capacidade reprodutiva com grande producdo de massa de ovos,
caracteristicas indispensaveis a sua utilizacdo. Esse diptero ocorre em abundancia em
ambientes antropofizados (Gadelha et al., 2009), facilitando o estabelecimento de col6nias
desse inseto e a manutencdo em condic¢Oes laboratoriais (Barbosa et al., 2004; Ferraz et al.,
2010).

Para utilizar os beneficios dessa terapéutica € necessario produzir larvas estéreis para
aplicar nas feridas necrdticas, conhecer e dominar a técnica de esterilizagdo dos ovos dos
dipteros, evitando que a larva seja um vetor de patdgenos ao cliente portador de feridas de
dificil cicatrizacdo (Baer, 1935). Dessa forma, objetivou-se avaliar a acdo do glutaraldeido na
esterilizacdo de ovos de C. putoria, aplicando testes de esterilidade segundo as normas da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA-Brasil), para que as larvas possam ser
aplicadas aos clientes com seguranca e sem qualquer possibilidade de veicularem

microorganismaos.

Material e Métodos

O estudo foi conduzido no Laboratoério de Estudo de Dipteros (LED) e no Laboratorio
de Microbiologia do Departamento de Microbiologia e Parasitologia, do Instituto Biomédico
da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO).
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Os insetos adultos foram capturados com o auxilio de armadilhas confeccionadas com
tubo de (PVC) seguindo modelo elaborado por Mello et al., (2007). Em seu interior, como
isca para atracdo dos insetos, foram inseridos 200 gramas de moela de frango. As armadilhas
ficaram expostas por 12 horas em locais de grande infestacdo de moscas na Fundagéo Jardim
Zooldgico da cidade do Rio de Janeiro e, apos, recolhidas e levadas ao LED. Os insetos
capturados foram submetidos a temperatura de -10° C por cerca de 3 minutos até cessarem
seus movimentos, permitindo a identificacdo taxonémica em microscopio estereoscopico.

Os adultos foram transferidos para gaiolas transparentes de polietileno (40x30x20cm),
com abertura na parte superior coberta por tecido de nailon para arejamento, e na parte lateral
para permitir o acesso ao interior da gaiola. Os adultos foram alimentados com solugdo de mel
a 50%, agua e moela de frango como fonte de proteina e substrato para oviposic¢ao e criacao
das larvas. A metodologia de criacao seguiu Dallavecchia et al., (2010).

A esterilizacdo das massas de ovos foi realizada com o glutaraldeido, um esterilizante
liguido comumente utilizado na esterilizacdo de materiais de uso hospitalar. Este agente
possui acdo rapida e eficaz sobre bactérias, Gram-positivas e negativas, micobactérias, fungos
e virus (Brasil, 2007). Na avaliacdo da eficacia do procedimento de esterilizacdo foi utilizado
teste de esterilidade microbioldgica, por adicdo em meio liquido, com base no método de
inoculacdo direta descrito na farmacopeia brasileira (Brasil, 2010).

Massas de ovos provenientes de fémeas de C. putoria da coldnia estoque pertencentes
a 92 geracdo, foram transferidas, com auxilio de pinca estéril para uma lamina de vidro de
microscopia e, em seguida, pesadas em balanca semi-analitica até alcancar o peso total de
0,600 g, apos, foram divididas em trés partes iguais de 0,200g. Logo, transferidas para placas
de Petri estéril e misturadas com 4 mL de agua destilada estéril para desagregar 0s ovos,
sendo estes dissociados mecanicamente com a ajuda de um pincel n° 0. A suspensdo de ovos
obtida foi transferida, assepticamente, para um tubos de ensaio contendo 20 ml de solucdo de
glutaraldeido 2%, ativada pela elevacdo do pH para 8,0-8,2 através da adi¢do de bicarbonato
de sodio 0,4% e fosfato de sddio monobasico 0,05%. Transcorridos 15 minutos de contato, o
conteldo do tubo foi filtrado através de um disco de papel filtro Whatman 0,8 um de
espessura e com 2 cm de diametro colocado em um suporte plastico estéril (copo monitor
Bactor Estéril 100ml), tendo por apoio um kitasato. Imediatamente apos a filtracédo, o papel de
filtro foi rinsado com 30 mL de Caldo Soja Tripticaseina (TSB) para neutralizacdo de
qualquer residuo de glutaraldeido que pudesse ter efeito toxico sobre os ovos. Em condigdes

assépticas, os ovos foram transferidos para a superficie de uma gaze umedecida com solucao
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salina estéril 0,9% e colocados em placas de Petri. Ao final do processo, essas foram lacradas
com filme plastico de PVC e colocadas em camara climatizada regulada a 30°C/dia e
28°C/noite, com 60+10% de umidade relativa do ar e 12 horas de fotofase (inicio as 6 horas),
para observacéo da eclosao e viabilidade das larvas.

A viabilidade foi avaliada transferindo-se quarenta (40) neolarvas de C. putoria das
placas de Petri com gazes umedecidas para 0,100g de proteina (moela de frango) que serviu
como fonte alimentar para as larvas, intencionando assim, avaliar a viabilidade e o
desenvolvimento dos insetos nos periodos de tempo de 12, 24, 48 e 72 horas ap0s a
esterilizacéo .

Para o teste de esterilidade, cerca de 10% da massa dos ovos, tratada com
glutaraldeido, foi retirada da superficie do papel de filtro, com auxilio de um pincel estéril e
transferidas para tubos de ensaio contendo 10 mL de TSB e Caldo Tioglicolato Fluido (FTM),
sendo estes incubados, respectivamente, a 22,5°C e 35,0°C por 14 dias. Ap6s o periodo de
incubagdo os tubos foram inspecionados visualmente quanto a indicios de crescimento
bacteriano. Todos o0s experimentos foram realizados em triplicata, sendo 0 manuseio dos
materiais feito em Cabine de Seguranca Bioldgica tipo Classe Il (Figura 1).

Para a andlise estatistica foram utilizados o0s programas BioStat 5.3

(http://www.mamiraua.org.br/downloads/programas), analise de variancia seguida de pos

teste Tukey a 5% de significancia.
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Figura 1: Sequéncia do processo de esterilizacdo: a) Massa de ovos em dieta proteica moela de frango; b) Massa
de ovos transferida assepticamente para placa de Petri para ser pesada e dividida em triplicata para dissociacéo;
c¢) Copo de filtro monitor Bactor Estéril e papel filtro com massas de ovos esterilizadas, d) Amostra de massa de
ovos esterilizados transferidos para tubo de ensaio contendo 10ml FTM para o teste de esterilidade; e) Larvas

eclodidas apds 12 horas e transferidas para dieta moela de frango; f) Larvas com desenvolvimento normal.

Resultados

O processo de esterilizacdo pelo agente quimico Glutaraldeido 2%, ndo impediu a
eclosdo das larvas da espécie testada. Quanto a viabilidade e desenvolvimento dessas (Tabela
1), verificou-se que a viabilidade larval e total foram significativamente inferiores no periodo

de tempo de 72h (T4) em relacdo aos demais tratamentos (controle, T1, T2, T3). N&o foi
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observada diferenca significativa para o estdgio pupal entre os tratamentos. Embora as
viabilidades larval e total tenham sido menores no periodo de tempo de 72 horas, essas
atingiram indices proximos de 70 e 50%, respectivamente, sendo considerados satisfatorios.

A transferéncia das larvas com 12, 24, 48 e 72 horas de vida para a dieta larval
permitiu o desenvolvimento dos insetos até a formagdo de pupas e emergéncia das formas
adultas sem nenhuma anormalidade.

A esterilidade microbiolégica do Glutaraldeido foi comprovada pelo teste de
esterilidade farmacopeico, comprovando deste modo, a qualidade das larvas, assim como

maior confiabilidade no agente testado para este procedimento.

Tabela I. Viabilidade média dos estagios larval, pupal e total de Chrysomya putoria
transferidas para dieta moela de frango apds 12, 24, 48 e 72 horas (T1, T2, T3, T4
respectivamente) apds a eclosdo das larvas esterilizadas e Controle sem esterilizacao)

Tratamento Viabilidades*
Larval % Pupal % Total %
(h)
Controle 95,0a 98,0a 92,5a
T1(12) 95,0a 95,0a 90,0a
T2 (24) 96’0a 90,0a 91,0a
T3 (48) 95°0a 80,0a 75,2a
T4 (72) 69°0b 66,0a 46,6b

* 40 larvas/dieta/trés repeticdes
**Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativa pela Anélise de Variancia, seguida de teste Tukey

a 5% de significancia.

Discussao

Varios agentes antimicrobianos ja foram utilizados na esterilizacdo de ovos de moscas
visando sua utilizacdo em bioterapia (Tabela 2). Dentre estes, 0 mais utilizado é o hipoclorito
de sddio, isoladamente ou associado ao acido borico (Liquido de Dakin).

Varzin et al., (2005) testaram oito agentes esterilizantes, em concentrac@es e tempos
diferenciados. As analises do teste de esterilidade com Plate Count Agar (PCA) demonstraram
que somente trés dos agentes testados, dentre os oito selecionados, ndo continham
crescimento bacteriano, entre estes, Formaldeido, Farmasept- plus® e hipoclorito de sodio
0,5%, no entanto, as viabilidades das larvas foram pouco acima de 50% com 0s quimicos

testados.
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Nitsche et al., (2010), para esterilizar ovos de C. megacephala e C. putoria, utilizando
grupos de 60 ovos, divididos em trés grupos de 20 ovos para cada especie, empregaram
solucdes de hipoclorito de sédio 0,5% e 1,0%. Para atestarem a esterilidade das larvas,
empregaram técnica parecida com a de Varzin et al., (2005), onde, apos esterilizar 0s ovos,
utilizaram PCA e Agar sangue, ndo encontrando em suas amostras, segundo a autora,
contaminacéo.

No atual trabalho, procurou-se esterilizar grandes demandas de ovos de moscas para
utilizacdo em bioterapia, visando atender as necessidades hospitalares. Sherman et al., (2000)
sugeriram que o ideal seria utilizar 10 larvas /cm? de superficie necrética. Geralmente, feridas
consideradas pequenas podem receber a aplicacdo de até 200 larvas, ao passo que grandes
feridas receberiam a aplicacdo de até 1000 larvas para um desbridamento eficaz, portanto, € o
profissional quem deve fazer uma avaliacdo da extensdo da ferida para determinar o numero
aproximado de larvas que devera utilizar (Muncuoglu et al., 1999; Jarvis, 2000).

Testes preliminares de esterilizacdo de ovos de Crysomya albiceps utilizando o
Hipoclorito de Sodio 0,5 e 1%, foram desenvolvidos em diferentes tempos de exposicao, para
esterilizar 0,600g de massa de ovos, divididas em trés grupos de 0,200g. No entanto, ao se
fazer os testes de esterilidade de acordo com protocolo farmacopeico, os resultados ndo foram
satisfatdrios, verificando-se a presenca de contaminacdo nos tubos de Caldo Soja
Tripticaseina (TSB) e Caldo Tioglicolato Fluido (FTM) com cerca de 10% de massa de ovos
previamente esterilizadas. O referido resultado serviu de base para descontinuar o uso do
Hipoclorito de Sodio no presente estudo e, buscar como substancia esterilizante alternativa,
Glutaraldeido 2% (Dallavecchia et al., 2010).

Paulino (1999) refere que o glutaraldeido é um agente quimico que apresenta
desvantagem devido a alta mortalidade dos insetos quando utilizado na desinfeccdo de ovos,
porém, no presente estudo este fato ndo ocorreu. Sugere-se que isto possa estar relacionado
com a rinsagem dos ovos com um produto neutralizador da toxidade do agente quimico
testado.

Larvas estéreis estdo sendo produzidas e comercializadas por empresas no Reino
Unido, Alemanha, bem como por laboratorios nos EUA, lsrael, Suécia, Suica, Austria e

Ucrania (Muncuoglu et al., 2001)
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Atualmente, estima-se que mais de 3.000 medicos, clinicas e hospitais em mais de 24

paises se utilizem dos beneficios desse tratamento (Figura 2). Em 2008, aproximadamente

50.000 tratamentos foram administrados em mais de 10.000 pacientes (Bter Foundation ,
2009) .

Figura 2. Mapa Mundi ilustrando os paises onde a bioterapia ¢ utilizada atualmente: EUA, Canadd, México,
Venezuela, Coldmbia, Chile, Noruega, Reino Unido, Israel, Alemanha, Suécia, Austria, Hungria, Suica, Bélgica,
Ucrania, Australia, Tailandia, Turquia, China, Russia, Franca, Espanha, Indonésia, Egito, Africa do Sul, india,

Polénia, Estonia, Eslovaquia e Bélgica (Dallavecchia et al. 2011).

No Brasil, ainda ha poucos estudos sobre a bioterapia e esterilizacdo de larvas, ainda
que esta seja uma técnica muito antiga e utilizada em diversos paises.

Bioterapia traz inimeros beneficios ao tratamento de feridas em clientes diabéticos
podendo contribuir para minimizar indiretamente os danos causados por esta doenca, além
disso, seus efeitos sobre as feridas ja foi comprovado por inimeros estudos (Muncuoglu et al.,
1999; Sherman, 2000; Contreras et al., 2005; Figueroa et al., 2006) e sua eficacia, comparada

a outras técnicas de desbridamento é a mais eficaz.
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Tabela Il: Esterilizantes e suas concentrages utilizados em dipteros para esterilizacdo da

superficie dos ovos de dipteros.

Familia Espécie Esterilizante / Referéncia / Pais
concentracdo
Calliphoridae Cloreto de mercurio Willian Baer, (1931) /EUA
(1:1000), &lcool etilico
Phormia Regina 25%, &cido cloridrico 0,5%
(Meigen,1826) Formol 10% e cloreto de Fine,A. & Alexander H.
sodio 0,85% (1934)/ EUA
Chrysomya Putoria Hipoclorito de sédio 0.5%, Varzim, et al.,(2005) /
(Wiedemann, 1818) | Formaldeido 1%,Farmasept- Brasil
plus® 1:4000
Chrysomya Glutaraldeido 2% e Tween | Dallavecchia et al., (2010)
megacephala 20 5mL [Brasil
(Fabricius, 1794)
Lucilia caesar Cloreto de mercurio Baer W. (1931) /EUA
(Linnaeus, 1758) (1:1000), alcool etilico 25%
acido Cloridrico 0,5%
Formalina 5% e Hidréxido Simmons, (1934) JEUA
de sodio 1%
Sulfito de s6dio 2,5% e Mumcuoglu et al., (1999)
Formaldeido 2,5% /Israel
Ortophtaldeido / (ndo Contreras et al., (2005)
especificado) /México
Lucilia sericata
(Meigen, 1826) Hipoclorito de sédio 0,5% e Figueroa et al.,(2006)
Formalina 10% /Chile
Acido acético e Kocisova et al., (2006)
estreptomicina. /Eslovaquia
Fenol 3% ou Hipoclorito de Sherman et al., (2007) /
sodio 0,5% EUA
Lucilia cuprina Raios ultra-violetas (UVC); Mohd et al., (2005) /
(Wiedemann, 1830) alcool 70% e clorexidina. Malésia
) Musca domestica Formol 10% e Cloreto de Fine& Alexander, 1934
Muscidae

(Linnaeus, 1758)

sédio 0,85%

(EUA)
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A cada 30 segundos, uma pessoa tem um membro amputado devido a complicacGes
relacionadas ao diabetes, este fato acarreta inUmeros problemas socioecondmicos e culturais e
estd diretamente relacionado com a ma qualidade de vida destes clientes e com 0s gastos
exacerbados do governo em tratamentos, internacdes e subsidios, j& que a maioria destes
utentes ndo consegue manter-se trabalhando, além dos problemas psicoldgicos que uma
amputacdo gera ndo s6 ao amputado, mas a sua familia (International Diabetes Federation,
2005).

Glutaraldeido a 2% maostrou-se eficaz na esterilizacdo de volumes maiores de massa
de ovos (0,6009) e a toxidade atribuida ao agente esterilizante, sendo considerado por Paulino
(1999) como inviavel devido as altas taxas de mortalidade das larvas pdde ser evitado ao se
rinsar os ovos esterilizados com um agente neutralizador.

O teste de esterilidade, segundo as normas da ANVISA é indispensavel para garantir a
qualidade do produto, assim como para a seguranca do cliente final. Estudos e investimentos
precisam ser realizados e analisados no sentido de ampliar a producdo das larvas e
disponibiliza-las para uso do cliente portador de feridas de dificil cicatrizacéo.

No presente trabalho o Glutaraldeido 2% mostrou-se eficaz para a esterilizacdo dos

ovos, ndo prejudicando a ecloséo das larvas, tampouco a viabilidade larval, pupal. e total.
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CAPITULO IV - COMPORTAMENTO BIOLOGICO DE Chrysomya putoria
(WIEDEMANN, 1818): APOS ESTERILIZACAO, TESTE DE ESTERILIDADE E
REFRIGERACAO: UMA LOGISTICA PARA BIOTERAPIA NO BRASIL
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Comportamento Bioldgico de Chrysomya putoria (Wiedemann, 1818): apds Esterilizacéo,
Teste de Esterilidade e refrigeracdo — uma Logistica para Utilizacdo de Bioterapia no

Brasil

RESUMO

O presente trabalho procurou avaliar o desenvolvimento pés-embrionario de Chrysomya
putoria (Wiedemann, 1818) (Diptera: Calliphoridae) apds processo quimico de esterilizacéo e
fisico de refrigeracdo. As larvas, apds serem esterilizadas necessitam de logistica para chegar
ao cliente final. Foram realizados quatro tratamentos: controle (sem esterilizacéo), T1, T2, T3
e T4 (12, 24, 48 e 72 horas, respectivamente). Apds 0 processo quimico de esteriliza¢do, cada
tratamento, em triplicata foi inserido em placa de Petri contendo gaze umedecida e inserido no
refrigerador a uma temperatura média entre 3,5°C e 8°C até o periodo pré-estabelecido,
seguindo 0 mesmo procedimento em todos os tratamentos. ApGs retirar as respectivas placas
de Petri do refrigerador, 40 neolarvas foram transferidas para 50 g de dieta e acomodadas em
camara climatizada regulada a 30°C/dia e 28°C/noite, com 60+10% de umidade relativa do ar
e 12 horas de fotofase (inicio as 6 horas), para observacédo da eclosao das larvas e viabilidade.
O mesmao processo foi repetido para todos os outros tratamentos. A dura¢do média do periodo
de larva a adulto foi 8,11 dias para o controle; 8,10 dias para T1; 7,72 dias para T2; 7,68 dias
para T3 e 9,13 dias para T4. As viabilidades larvais foram 95%, 95%, 96%, 95% e 69%,
respectivamente, apontando diferenca significativa na viabilidade larval em T4 (69%) em
relacdo aos demais tratamentos; as viabilidades de pupa foram 98%, 95%, 90%, 80% e 66%,
respectivamente e as viabilidades totais foram 92,5%, 90%, 91%, 752% e 46,6%
respectivamente. Houve diferenca significativa em T4 (46,6% ) na duracdo do periodo total

entre os tratamentos testados.

PALAVRAS-CHAVE: Armazenamento, bioterapia, larvas estéreis, refrigeracao, viabilidade
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INTRODUCAO

Bioterapia consiste na aplicacdo de larvas vivas, previamente esterilizadas, de moscas
necrobiontéfogas (Diptera: Calliphoridae) em feridas desvitalizadas, com o objetivo de
remover o material necrosado e promover o crescimento de novos tecidos. Muitos médicos e
cirurgides tém dado preferéncia em utilizar essa terapia alternativa, principalmente nos casos
de feridas de dificil cicatrizagdo ou infectadas com bactérias resistentes. Atualmente sabe-se,
através de estudos clinicos e laboratoriais, de cinco acdes benéficas da bioterapia sobre as
lesGes: desbridamento do tecido necrosado, descontaminagdo microbiana, estimulo ao tecido
de granulacdo e acdo anti-inflamatéria. Além de atuacdo sobre o biofilme bacteriano, bem
como maior seguranca e facilidade na aplica¢do (Sherman, 2009).

As feridas que acometem a derme podem afetar a fisiologia da pele. O processo de
cicatrizacdo com a finalidade de cura das feridas pode ser dividido, de modo simplificado, em
trés fases que se superpdem: inflamatdria, proliferativa e de remodelacdo. Durante a primeira
fase, ocorre o processo de hemostasia, migracdo de leucdécitos e inicio da cascata de reparacao
tecidual, a segunda fase se caracteriza por fibroplasia, angiogénese e reepitelizacdo do tecido
lesionado, iniciando a cicatrizacao, esta € tida como a fase de proliferacdo, ja a terceira e
ltima fase do processo de cicatrizacdo é responsavel pelo aumento da resisténcia do leito
danificado. Os fendmenos descritos de forma resumida referem-se ao processo de cicatrizacdo
fisioldgica, este mesmo processo pode ter a resposta do organismo diminuida nos casos onde
h& uma patologia associada como diabetes melito e/ou na exposicdo excessiva a radiagéo,
entre outros, formando-se, assim, Ulceras que traduzem a falta de cicatrizacdo (lsaac et al.,
2010).

Desbridamento é a remocéo de tecido desvitalizado, particulas, ou materiais estranhos
de uma ferida infectada. Por vezes, é a Unica forma de tratamento da ferida, ja que o preparo
do leito de uma ferida consiste na retirada de tecidos necrosados, com infeccao e/ou biofilme
bacteriano, expondo, deste modo, o tecido saudavel. Sendo assim, precisa deixar de ser visto
isoladamente, para ser considerado como elemento fundamental no alcance da cicatrizagéo
(Fowler & Van Rijswijk, 1995)

A principal razdo para o desbridamento de feridas desvitalizadas € o fato de o tecido
necrosado servir como substrato para o crescimento de bactérias, além do processo de
inflamacdo em curso e infiltragdo de leucdcitos, retardando as fases proliferativas e de
remodelacdo da cicatrizacdo, também compromete a restauracdo da estrutura e fungéo da pele
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podendo progredir para amputacdo do membro ou, em alguns casos, 6bito do utente (Finn
& Bo JOrgensen, 1996).

Chrysomya putoria (Wiedmann 1818) é um diptero que apresenta comportamento
necrobiont6fogo, também se trata de uma espécie em abundancia no Brasil, principalmente
nos centros urbanos (Marinho et al., 2003), permitindo livre acesso aos seus exemplares para
0 estabelecimento de coldnia em laboratorio. O conhecimento e dominio das técnicas de
criacdo, a elevada capacidade reprodutiva das fémeas com oviposi¢do de grande quantidade
de massa de ovos, facilita o processo de esterilizacdo e, consequentemente, armazenamento
em baixa temperatura e fornecimento de suas larvas para utilizagdo ambulatorial e/ou
hospitalar para bioterapia (Dallavecchia et al., 2010, Ferraz et al., 2012).

No Brasil, ainda ha poucos estudos sobre a bioterapia e esterilizacdo de larvas, ainda
gue essa seja uma técnica muito antiga e utilizada em diversos paises.

Segundo o International Diabetes Federation (2005), a cada 30 segundos, uma pessoa
tem um membro amputado devido a complicacGes relacionadas ao diabetes, este fato acarreta
inimeros problemas socioecondmicos e culturais e esta diretamente relacionado com a ma
qualidade de vida destes pacientes e com 0s gastos exacerbados do governo com tratamentos,
internacbes e subsidios, jA& que a maioria destes pacientes ndo consegue manter-se
trabalhando, além dos problemas psicol6gicos que uma amputagdo gera ndo s6 ao amputado,
mas a sua familia. Os inumeros beneficios da Bioterapia no tratamento de feridas de pacientes
com diabetes e outras feridas consideradas de dificil cicatrizacdo, foram comprovados por
varios estudiosos sobre o assunto (Muncuoglu et al., 1999, Sherman, 2000, Contreras et al.,
2005, Figueroa et al., 2006) e sua utilizagdo tem contribuido para minimizar indiretamente 0s
danos causados aos portadores de feridas.

Obijetivou-se estudar a tolerancia de larvas de C. putoria a baixa temperatura e o
tempo que se mantém viadveis em refrigerador, isto €, em situacfes adversas. Este estudo é
importante para se estabelecer uma metodologia de conservagédo das larvas, de modo que se
mantenha viavel e possa ser transportado até hospitais / clientes que necessitem da bioterapia.

Material e Métodos

O estudo foi conduzido no Laboratério de Estudo de Dipteros (LED) e no Laboratorio
de Microbiologia do Departamento de Microbiologia e Parasitologia, do Instituto Biomédico
da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO).
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A esterilizacdo das massas de ovos foi realizada com o Glutaraldeido, um esterilizante
liguido comumente utilizado na esterilizacdo de materiais de uso hospitalar. Este agente
possui acdo rapida e eficaz sobre bactérias, Gram-positivas e negativas, micobactérias, fungos
e virus (Brasil, 2007). Na avaliacdo da eficicia do procedimento de esterilizacdo foi utilizado
teste de esterilidade microbioldgica, por adicdo em meio liquido, com base no método de
inoculacdo direta descrito na farmacopeia brasileira (Brasil, 2010).

Apos as larvas serem esterilizadas conforme modelo apresentado por Dallavecchia et
al., (2010), placas de Petri com gaze umidecidas em soro estéril contendo papel filtro com
0,200g de ovos esterilizados, foram transferidos para um refrigerador contendo
termohigrografo. Foram avaliados os seguintes periodos de tempo em refrigeragdo: T1: 12h,
T2: 24 h, T3: 48 h, T4: 72 h e o controle que utilizaram-se larvas sem esterilizagdo e

refrigeracdo, em trilpicata (Figura 1).
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Figura 1: Variacdo de temperatura registrada foi 3,5°C/Min e 6,6°C/Max. e Umidade Relativa do Ar 95+25%
durantes os dias de experimentacéo registrados no interior do refrigerador .

Apbs o tempo predeterminado para cada tratamento, as placas foram retiradas do
refrigerador, em triplicata e 40 neolarvas foram aleatoriamente selecionadas e transferidas
para 0,50g de moela de frango acondicionadas em becker de 100 mL e esses foram inseridos
em beckers maiores de 500mL com maravalha estertilizada servindo de substrato para
pupariacdo. Os recipientes foram devidamente lacrados com tecido de nailon e identificados.
O controle consistiu em utilizar 40 neolarvas ndo esterilizadas e ndo expostas a baixa
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temperatura. Todos os tratamentos foram trasnferidos para camara climatizada regulada a
30°C/dia e 28°C/noite, com 60+10% de umidade relativa do ar e 12 horas de fotofase (inicio
as 6 horas), para observacéo da ecloséo e viabilidade das larvas.

Apbs o abandono das larvas, lotes de cinco larvas em 3° intar foram pesadas em
balanca semi-analitica e tranferidas para tubos de ensaio contendo 2g de maravalha estéril,
esses foram vedados e identificados. A observagdo fez-se diaria até a emergéncia dos insetos.
O obejetivo desta série de procedimentos foi estabelecer uma logistica para producéo,
armazenamento, conservacao e transporte das larvas em 1° instar.

Durante a observacdo foram analisados parametros biol6gicos como eclosdo e
viabilidade das larvas, massa corporal, desenvolvimento larval, pupal e total, assim como a
razdo sexual. A razdo sexual foi calculada pela seguinte formula F/ F+M , onde F é fémea e
M, macho. Para a analise estatistica foram utilizados os programas BioStat 5.3
(http://www.mamiraua.org.br/downloads/programas ), analise de variancia seguida de pés

teste Tukey a 5% de significancia (Figura 2).
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Figura 2: a) Gaiola de criacdo dos dipteros; b) Placa de Petri com papel filtro e gaze para receber ovos
esterilizados e para transporte até o cliente; c) Massa de ovos esterilizadas com larvas eclodindo; d)
Termohigrdgrafo em refrigerador e placas de Petri com larvas estéreis ha 72 horas; e€) Larvas em 1° intar
viaveis transferidas para dieta apds 72 horas e f) Beckers com dieta 40 neolarvas em cdmara climatizada para

desenvolvimento das larvas.

RESULTADOS E DISCUSAO
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A média da massa corporal individual das larvas em 3° intar, ndo apreesentou
diferenca significativa entre os tratamentos e o controle (p= 0,5346) (Tabela 1).

Quanto a duracdo de desenvolvimento do estagio larval houve diferenca significativa
entre os tratamentos (p=0,0000113). O tratamento 4 foi significativamente mais prolongado
que os demais tratamentos e o controle (p < 0,01). No entanto, ndo foi observada diferenca
significativa em relacdo a duracdo do estagio pupal (p=0,1850). O desenvolimento do estagio
total foi significativamente maior em T4, (p= 0,0046356). Entre o controle e T4; Tle T4
obteve-se (p < 0,05); entre T2 e T4; T3 e T4 (p < 0,01), ou seja, foi extremamente
significativo.

Tabela 1. Massa corporal (mg) e duracdo em dias do estdgio de desenvolvimento pos-embrionario de
Chrysomya putoria oriundas de dieta moela de frango nos tratamentos (T1-12h, T2-24h, T3-48h, T4-
48h apos a esterilizacdo e refrigeracdo, Controle- larvas sem esterilizacdo) (T. 30°C dia/28°C noite,
60+ 10% UR, 12 h de fotofase).

Massa corporal e duracdo dos estagios em dias

Tratamento  Massa (mg) Larva Pupa Adulto
X +ds Xzds X +ds X +ds
Controle  0,0522a + 0,005 5,02a + 0,040 3,08a + 0,096 8,11a + 0,100

T1(12h)  0,0565a + 0,003 4,01a + 0,003 3,30a = 0,310 8,10a + 0,086

T2 (24h)  0,0536a+0 5,00a+0 3,13a + 0,035 7,72a + 0,028
T3 (48h)  0,0569a + 0,003 5,00a 0 3,02a + 0,046 7,68a = 0,548
T4 (72h)  0,0537a + 0,002 6,15b + 0,160 3,00a +0 9,13b £ 0,115

X= média, ds=desvio padréo
*Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativa pela Andlise de Variancia, seguida de teste Tukey a
5% de significancia.

A duragdo média do periodo de larva a adulto foi 8,11 dias para o controle; 8,10 dias
para T1; 7,72 dias para T2; 7,68 dias para T3 e 9,13 dias para T4. Estes resultados mostraram-
se similares aos de Ferraz et al., (2012) avaliando o desenvolvimento p6s-embrionario de C.
putoria, em uma média de temperatura de 20,6°C e Umidade Relativa do Ar média de 67,7%,
onde observaram uma duracdo média total de 8,88 dias para o insetos criados em carne

bovina; 8,68 dias para os criados em moela de frango e 9,07 dias para uma dieta a base de
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Agar-Moela, o que demonstra que o processo de esterilizagdo e os dias de inanig¢do das larvas
0 seu ciclo bioldgico.

Observou-se diferenca significativa entre as viabilidades larvais (p =0.0028), sendo
constatado indice significativamente inferior em T4 comparado com os demais tratamentos
(p< 0.01) (Tabela 2). Como supracitado, essa diferenga provavelmente deve-se ao fato de as
larvas permanecerem até 72 horas, ap0s processo quimico de esterilizagdo, sem oferecimento
de alimenatacdo (inanicdo) e em refrigeracdo (média de 3,5°C Min. e 6,6 Max.). Ainda assim,
um percentual de 69,0% das larvas conseguiram adaptar-se a situacdo de grande estresse.

A viabilidade pupal ndo apresentou diferenga significativa (p =0.0634), de modo
contrério, a viabiliadade total apresentou diferenca significativa (p =0.0107). No entanto, o
controle diferiu significativamente do T4 (p< 0,05); T4 diferiu do T1 (p< 0,05) e do T2 (p<
0,05).

A Vviabilidade das larvas de C. putoria é de suma importancia para se ter sucesso em
bioterapia, visto que estes insetos necessitam passar por diversas etapas antes de sua
aplicacdo: dissociacdo dos ovos (perturbacdo mecanica), esterilizacdo (contato com produto
quimico), rinsagem, filtragem e armazenamento em baixa temperatura (estresse fisico)
(médias: 6°C méax./3,5°C min.) por até 72 horas. Todas as etapas a que o inseto foi submetido

foram necessérias para observar a resisténcia do mesmo as adversidades (Tabela 2).

Tabela Il. Viabilidade média dos estagios larval, pupal e total de Chrysomya putoria criados, em
moela de frango nos tratamentos nos tratamentos (T1-12h, T2-24h, T3-48h, T4-48h apds a
esterilizacdo e refrigeracdo, Controle- larvas sem esterilizacéo) (T. 30°C dia/28°C noite, 60+ 10% UR,
12 h de fotofase).

Tratamento Viabilidades*
Larval % Pupal % Total %
(h)
Controle 95,0a 98,0a 92,5a
T1(12) 95,0a 95,0a 90,0a
T2 (24) 96’0a 90,0a 91,0a
T3 (48) 95°0a 80,0a 75,2a
T4 (72) 69°0b 66,0a 46,6b

*Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativa pela Analise de Variancia, seguida de teste Tukey a
5% de significancia
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Como supracitado, nota-se que em todos os tratamentos a viabilidade larval, pupal e a
total foram positivas quanto a sobrevivéncia dos insetos, porém, é a viabilidade total a mais
importante para a bioterapia e essa variou de 92,5 a 46,6 % entre os tratamentos. Ou seja, 0S
insetos que menos resistiram, foram os que ficaram mais tempo (cinco dias) em condic¢des
adversas. Em alguns trabalhos de autores que utilizam a bioterapia, esses estipulam que o
tempo méaximo de conservagdo dos insetos é de 5 dias e em temperatura que varia de 7-8 ° C
(Mumcuoglu et al., 1999).

O ritmo de abandono das larvas de C. putoria teve seu pico no 4° dia apds o inicio do
experimento em todos os tratamentos testados, indicando uma maior homogeneidade no
desenvolvimento dos insetos. Apenas o controle (n=8) e T1 (n=17) abandonaram no 3° dia,

Quanto a pupariacdo, essa teve seu pico no 5° dia apds o inicio do experimento, para
todos os tratamentos, com excessdo de T4 que teve seu pico no 6° dia. O pico de emergéncia
foi no 8° dia em todos os tratamentos, porém, no T4 a emergéencia iniciou-se no 9° dia. No
entanto, o fato de T4 ter os picos de desenvolvimento diferenciado dos demis tratamentos, ndo
interferiu em seu ciclo bioldgico, na qual o inseto passou por todas as fases, emergindo com
todos 0s seus espécimes normais (Figura 3). A razao sexual em todos os tratamentos ficaram

proximas de 50%, padrdo considerado normal (Esser, 1990).
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Figura 3: Duracdo do desenvolvimento larval (neolarvas ao abandono de larvas da dieta), pupariagdo e
emergéncia dos adultos de Chrysomya putoria criados, em moela de frango nos tratamentos (T1-12h em
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refrigeracdo apds a esterilizagdo, T2-24h, T3-48h,, T4-48h e Controle- larvas sem esterilizacdo) (T= 30°C
dia/28°C noite, 60+ 10% UR, 12 h de fotofase)

Um fato relevante a ser observado é que todas as larvas mantiveram-se em 1° intar, até
receber alimento proteico. Para a bioterapia, os dipteros devem ser aplicados em 1° instar,
visto que as larvas ficam em média 48 horas na ferida (Sherman et al., 2000).

Este trabalho desenvolveu uma logistica que permitiu conservar as larvas terapicas até
0 periodo méaximo de 5 dias em 1° instar, com viabilidade e sobrevivéncia satisfatérios,
mostrando que a logistica praticada durante o procedimento foi eficaz. Esta técnica
desenvolvida no Laboratorio de Estudos de Dipteros, juntamente com o laboratério de
microbiologia, beneficiard centenas de pacientes que sofrem com feridas de dificil

cicatrizacao e que possuem a possibilidade de ter acesso aeste tratamento alternativo.
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2 CONCLUSOES GERAIS

A dieta moela de frango foi considerada adequada para criacdo de C.
megacephala em laboratorio sendo recomendada como uma dieta alternativa

a utilizacdo da carne bovina. Os parametros biol6gicos como massa corporal
das larvas maduras, duracdo dos estagios de pré-pupa, pupa total ndo diferiram
significativamente do controle (carne), enquanto as viabilidades dos estagios
de larva e total foram superiores para os adultos criados na dieta alternativa. A
longevidade dos adultos foi superior na dieta moela.

O agente esterilizante Glutaraldeido a 2% mostrou-se eficaz na esterilizagéo de
de massa de ovos (0,6009) de C. albiceps e C. putoria e a toxidade atribuida ao
agente esterilizante, sendo considerado como inviavel devido as altas taxas de
mortalidade das larvas pode ser evitada rinsando os ovos esterilizados com um
agente neutralizador. Os testes de esterilidade aplicados comprovaram a
esterilidade dos ovos.

A esterilizacdo de ovos C. putoria com o Glutaraldeido 2% néo influenciou
negativamente a eclosdo das larvas, a viabilidade larval, pupal. e total dos
dipteros.

A logistica desenvolvida para conservar larvas terapicas foi adequada e
permitiu a viabilidade de larvas de C. putoria de forma satisfatdria por até 5
dias, podendo ser esta técnica promissora para utilizacdo no Brasil da
Bioterapia, o que poderd beneficiar centenas de pacientes que sofrem com

feridas de dificil cicatrizacdo.
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