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RESUMO
FERRAZ, Adriana Cristina Pedroso. Avaliacdo de novas dietas e o efeito da adi¢do de
antibioticos no desenvolvimento de califorideos (Diptera). 2012. 99p. Tese (Doutorado em
Biologia Animal). Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2012.

A pesquisa foi dividida em capitulos. O primeiro avaliou o0 desenvolvimento pos-embrionario
de Chrysomya albiceps (Widemann) em moela de frango (controle: carne bovina). Foram
quatro repeticdes (100g de dieta cada, 40 larvas de 1° instar/22 geracdo) por tratamento, cada
recipiente inserido em outro maior contendo serragem e vedado. As larvas maduras foram
pesadas e armazenadas em tubos de ensaio. A variacdo entre médias de massa de larvas
maduras e duracdes dos estagios de larva, pupa e total foram analisadas por Teste t de Student
(0=5%), as viabilidades por ANOVA, a razéo sexual pelo qui-quadrado. Foram registradas
temperatura média 25,6°C e umidade relativa do ar média 72,4%; duracdo média do periodo
de larva a adulto 8,1 dias (carne) e 8,2 (moela); viabilidades de larva 71% e 87%);
viabilidades de pupa 100% e 99%; viabilidades de larva a adulto 58% e 67%,
respectivamente. Moela de frango se mostrou satisfatéria como dieta para C. albiceps. O
segundo capitulo avaliou desenvolvimento poés-embrionario de Chysomya putoria
(Widemann) em moela e homogenato de moela de frango em agar 65% (controle: carne).
Foram quatro repeti¢bes (60 mL de dieta, 40 larvas de 1° instar/5%geracéo) por tratamento. O
homogenato foi preparado em mixer (moela, agua destilada e agar). Foram registradas
temperatura média 20,6° C e umidade relativa do ar média 67,7%. A duracdo média do
periodo de larva a adulto foi 8,868 dias (carne), 8,676 (moela) e 9,067 (homogenato); as
viabilidades larvais 98%; 92% e 73%; as viabilidades de pupa 98%; 91% e 71%; as
viabilidades de larva a adulto 93%; 83% e 64%, respectivamente. Houve diferenca
significativa na duracdo do periodo pupal entre carne e homogenato. Ambas dietas mostraram-
se satisfatorias para C. putoria. O terceiro capitulo avaliou diferentes concentracdes de
ciprofloxacino (3,33 pg/mL; 6,66 pug/mL e 13,33 pg/mL em homogenato de moela/agar 65%)
sobre desenvolvimento de C. putoria (controle recebeu agua destilada). Foram replicados
quatro vezes (60 gramas dieta, 40 larvas 1° instar/3? geracdo) em camara climatizada 30°C
dia/28°C noite, 70+10% U.R. e 14 horas fotoperiodo. Ndo houve diferenca significativa:
massa individual médio das larvas, duracdo média da inoculacdo das larvas até abandono e
estagios larval, pupal e total. Apenas tratamento 2 diferiu significativamente do controle nas
viabilidades larval e total. Ciprofloxacino pareceu ndo alterar desenvolvimento de C. putoria.
O quarto capitulo avaliou diferentes concentracdes de gentamicina (4,44ug/mL; 13,33ug/mL e
66,661g/mL) sobre C. putoria. Os materiais e métodos foram semelhantes ao do capitulo IlI.
N&do houve diferenca significativa: massa individual média das larvas; duracdo média da
inoculacdo das larvas até abandono e dos estagios larval, pupal e total. Apenas tratamento 2
diferiu significativamente do controle na viabilidade larval. Gentamicina pareceu nédo alterar o
desenvolvimento de C. putoria. O quinto capitulo avaliou diferentes concentracfes de
ampicilina (66pg/mL; 81,33ug/mL e 166,66ug/mL) sobre C. putoria. Os materiais e métodos
foram semelhantes ao capitulo 1. N&o houve diferenca significativa: massa individual media
das larvas, duracdo média da inoculacdo das larvas até abandono e estagios larval, pupal e
total. Nao houve diferenca significativa: viabilidades larval e total, porém viabilidade pupal
do T1 diferiu significativamente do controle e T2, e T3 diferiu do controle. Ampicilina
pareceu néo alterar desenvolvimento de C. putoria.

Palavras-chave: Ampicilina, Ciprofloxacino, Gentamicina, moela de frango, moscas
varejeiras.
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ABSTRACT
FERRAZ, Adriana Cristina Pedroso. Assesment of new diets and the effect of adding
antibiotics on calliphorid development (Diptera). 2012. 99p. Thesis (Ph.D. in Animal
Biology). Institute of Biology, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropedica, RJ.
2012,

The research was divided into chapters. The first assessed the post-embryonic development of
Chrysomya albiceps (Widemann) on chicken gizzard (control: beef). There were four
replications (100g each diet, 40 1st instar/2nd generation larvae) per treatment, each recipient
was placed in a larger one containing sawdust and then sealed. The mature larvae were
weighed and stored in test tubes. The variation among mature larva weight means and the
duration of the larva, pupa and total stages were analyzed by the Student t test (a=5%), the
viabilities by ANOVA and the sex ratio by the chi-square test. The following were recorded:
mean temperature 25.6°C and 72.4% relative air humidity, larva-adult period mean duration of
8.1 days (meat) and 8.2 days (gizzard); 71% to 87% larva viability; 100% and 99% pupa
viability 58% and 67% larva and adult viabilities, respectively. Chicken gizzard was shown to
be satisfactory as diet for C. albiceps. The second chapter assessed the post embryonic
development of Chysomya putoria (Widemann) in chicken gizzard and homogenized chicken
gizzard in 65% agar (control: meat). Four replications (60 mL diet, 40 1st instar/5th
generation larvae) were made per treatment. The homogenate was prepared in a mixer
(gizzard, distilled water and agar). A mean temperature of 20.6 °C and 67.7% relative air
humidity were recorded. The mean duration of the larva-adult period was 8.868 days (meat),
8.676 days (gizzard) and 9.067 days (homogenate); the larva viability was 98%; 92% and
73%; the pupa viability was 98%; 91% and 71%; the larva and adult viabilities were 93%;
83% and 64%, respectively. There were significant difference in the duration of the pupa
period between meat and the homogenate. Both diets were shown to be satisfactory for C.
putoria. The third chapter assessed different ciprofloxacin concentrations (3.33 pg/mL; 6.66
pg/mL and 13.33 pg/mL in gizzard/65% agar homogenate) on C. putoria development (the
control received distilled water). They were replicated four times (60 grams diet, 40 1st
instar/3rd generation larvae) in an acclimatized chamber 30°C day/28 °C night, 70+10%
relative air humidity and 14-hour photoperiod. There was no significant difference for: mean
individual larva weight, mean duration of the larva inoculation until abandonment and the
larva, pupa and total stages. Only treatment 2 differed significantly from the control in the
larval and total viability. Ciprofloxacin seemed not to alter C. putoria development. The
fourth chapter assessed different gentamicin concentrations (4.44ug/mL; 13.33ug/mL and
66.661g/mL) on C. putoria. The materials and methods were similar to those of chapter IlI.
There was no significant difference for: mean individual larva weight, mean duration of the
larva inoculation until abandonment and the larva, pupa and total stages. Only treatment 2
differed significantly from the control for larva viability. Gentamicin seemed not to alter C.
putoria development. The fifth chapter assessed different ampicillin concentrations
(66pg/mL; 81.33pug/mL and 166.66ug/mL) on C. putoria. The materials and methods were
similar to chapter Ill. There was no significant difference for: mean individual larva weight,
mean duration of the larvae inoculation until abandonment and the larval, pupa and total
stages. There was no significant difference for larva and total viability, but pupa viability in
T1 differed significantly from the control and T2, and T3 differed from the control.
Ampicillin seemed not to alter C. putoria development.

Key words: Ampicillin, Ciprofloxacin, Gentamicin, chicken gizzard, blow flies
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1 INTRODUCAO GERAL

Os dipteros califorideos possuem uma grande diversidade ecoldgica (Zumpt, 1965).
Chrysomya albiceps (Wiedemann, 1819) e Chysomya putoria (Wiedemann, 1830) sdo
espécies de califorideos introduzidas no Brasil, vindas da Africa (Guimardes et al., 1978,
1979). O género Chrysomya € reconhecido mundialmente pela importancia médico-sanitaria e
¢ acusado de aparentemente ter provocado o deslocamento de Cochliomyia macellaria
(Fabricius, 1775), uma espécie nativa das Américas (Guimardes et al., 1979; Prado &
Guimardes, 1982; Greenberg & Szyska, 1984).

Chrysomya albiceps encontra-se distribuida em quase todo o territorio nacional,
inclusive teria colonizado fortemente o municipio de Seropédica, Rio de Janeiro (Carraro
1995), apresentando preferéncia por areas habitadas (Nuorteva, 1963; Ferreira & Barbola,
1998), mas presente em ambientes florestais como a Reserva Bioldgica do Tingua, Nova
Iguacu, Rio de Janeiro (Ferraz et al., 2010). Esta associada a quadros de miiases (Guimaraes et
al., 1979), sendo uma das principais causadoras de mifases em ovinos na Africa do Sul
(Soulsby, 1969) e Roménia (Ciolca & Zarzara, 1980), e também causadora de miiases em
humanos, inclusive no Brasil (Ferraz et al., 2011). Esta espécie € considerada como
especialista por utilizar apenas um tipo de substrato para criacdo de suas larvas: material de
origem animal em decomposicdo (Guimaraes et al., 1979).

Chysomya putoria é considerada uma espécie de rapida dispersdo (Prado & Guimaraes
1982), encontrada no Brasil nos estados do Amazonas, Bahia, Goias, Maranhdo, Mato Grosso
do Sul, Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sdo Paulo (Imbiriba et al. 1977;
Guimardes et al. 1978, 1979; Ferreira 1983; Paraluppi & Castellén 1991). Existem registros
da espécie causando miiases secundarias em animais e humanos na Guiné e Nigéria (Zumpt
1965; Ostesile & Dipeolu 1981). Atua também como vetor mecanico de organismos
patogénicos (Greenberg 1971, 1973; Furlanetto et al 1984) principalmente por seus habitos de
procriar-se em matéria organica animal em decomposicdo (Guimardes et al. 1978,
Baumgartner & Greenberg 1984). C. putoria destaca-se ainda pelo potencial para uso em
bioterapia ou terapia larval, técnica que usa larvas para remocdo de tecidos necrosados e
auxiliar na cicatrizacao de feridas (Marcondes, 2006).

Ambas espécies ainda possuem grande potencial para uso como vestigio dentro das
pecas periciais, auxiliando nas estimativas de intervalo post mortem, pois os califorideos
geralmente sdo 0s primeiros a ocuparem um cadaver, cerca de poucas horas apds a morte, e
costumam ocupar inicialmente os locais de facada, tiro, ou outras perfuracdes (Carvalho et al.
2004). Podem também ser usadas na identificacdo de substancias ou drogas, sendo as larvas
consideradas como amostras alternativas nas analises toxicoldgicas, para isso necessita-se
conhecer os efeitos dessas substancias na taxa de desenvolvimento.

Nesta tese foram realizados estudos com as duas espécies que colaborassem com o uso
destas na entomologia forense, terapia larval e ainda no tratamento de miiases. No primeiro
capitulo foi testada a moela de frango como dieta alternativa para C. albiceps, o que
colaboraria com cria¢Bes de dipteros a custos mais baixos. No segundo capitulo buscou-se
avaliar esta mesma dieta e ainda homogenato de moela em agar 65% para a espécie C.
putoria, buscando uma opc¢éo de dieta que possibilitasse solubilizagdo de substancias, e ainda
barata e eficiente fonte alimentar no desenvolvimento pds-embrionario de dipteros. No
terceiro, quarto e quinto capitulos foram testados os antibioticos de amplo espectro e de uso
difundido ciprofloxacino, gentamicina e ampicilina, respectivamente, a fim de observar os
efeitos destes, acrescido na dieta para o desenvolvimento pds-embrionario de C. putoria.



CAPITULO | — AVALIACAO DE DIETA NATURAL PARA
DESENVOLVIMENTO POS-EMBRIONARIO DE Chrysomya albiceps
(WIEDEMANN, 1819) (DIPTERA: CALLIPHORIDAE)



Avaliacdo de dieta natural para desenvolvimento pds-embrionario de Chrysomya
albiceps (Wiedemann, 1819) (Diptera: Calliphoridae)

RESUMO

O presente trabalho procurou avaliar o desenvolvimento pos-embrionario de Chrysomya
albiceps (Wiedemann, 1819) (Diptera: Calliphoridae) em moela de frango, utilizando como
controle carne bovina. Foram realizadas quatro repeticGes por tratamento (100g de dieta cada).
Cada repeticdo recebeu 40 larvas de C. albiceps (1° instar/22 geracdo). Cada recipiente com a
dieta foi inserido em outro maior contendo serragem e vedado com tecido de nailon e elastico.
Foram realizadas observacdes didrias. A massa corporal das larvas maduras foi registrada e as
larvas armazenadas em tubos de ensaio vedados com tecido de nailon e elastico.
Termohigrdgrafo registrou uma temperatura média de 26,3° C e a umidade relativa do ar
média de 68,5%. A variacdo entre as médias de massa de larvas maduras e as duracdes dos
estagios de larva, pupa e totais (neolarvas a adultos) foram analisadas por Teste t de Student
(0=5%) e as viabilidades comparadas por ANOVA. A razdo sexual foi testada pelo qui-
guadrado. As massas encontradas ndo diferiram significativamente (carne bovina=0,281g,
moela de frango=0,257g) e com inicio do abandono po6s-alimentar a partir do terceiro dia de
experimento. A duracdo média do periodo de larva a adulto foi 8,1 dias para carne e 8,2 para
moela; as viabilidades de larva foram 71% e 87%, respectivamente; as viabilidades de pupa
foram 100% e 99%, respectivamente; as viabilidades de larva a adulto foram 58% e 67%,
respectivamente, ndo ocorrendo diferencas significativas em nenhum destes parametros.
Moela de frango se mostrou satisfatoria como dieta alternativa para criacdo de C. albiceps.

PALAVRAS-CHAVE: armadilha para captura de dipteros, biologia de califorideos, criacao
de dipteros, dietas alternativas

ABSTRACT

This study sought to evaluate the post-embryonic development of Chrysomya albiceps
(Wiedemann, 1819) (Diptera: Calliphoridae) in chicken gizzard using bovine meat as a
control. There were four replicates per treatment (100g of each diet). Each replicate received
40 neolarvae C. albiceps (2nd generation). Each container with diet was inserted into another
larger containing sawdust and sealed with cloth of nylon and elastic. Observations were
carried out daily. The body mass of mature larvae were recorded and stored in these test tubes
sealed with nylon fabric and elastic. Thermohygrograph recorded an average temperature of
26.3°C and an average relative humidity of 68.5%. The variation between the mean weight of
mature larvae and the duration of the larval stages, pupal and total (neolarvae to adults) were
analyzed by Student t test (a = 5%) and the viability compared by ANOVA. The sex ratio was
tested by chi-square. The weights found did not differ significantly (bovine meat= 0.281g,
chicken gizzard= 0.257g) and early post-drop food from the third day of the experiment. The
average length of the larva-adult period was 8.1 days for meat and 8.2 for gizzard; the larval
survivals were 71% and 87% respectively; Pupal viability were 100% and 99% respectively,
the viability of larva to adult were 58% and 67% respectively, and there were no significant
differences in any of these parameters. Chicken gizzard was found satisfactory as an
alternative diet for rearing C. albiceps.

KEYWORDS: trap for catching flies, biology of Calliphoridae, creation of Diptera,
alternative diets



INTRODUCAO

Nos anos 70 foram detectadas no Brasil trés espécies de califorideos do género
Chrysomya: Chrysomya albiceps (Wiedemann 1819), Chrysomya megacephala (Fabricius,
1794) e Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) que se disseminaram em diversas regides do
pais (GUIMARAES et al., 1979). Atualmente, C. albiceps encontra-se em diversos bidtopos:
rural, urbano e florestal, prevalecendo sobre as outras espécies de califorideos em algumas
regides do pais (SOUZA & LINHARES 1997, GUIMARAES et al. 1978, CARRARO &
MILWARD-DE-AZEVEDO 1999, FERRAZ et al. 2010). Por pousar em lixos, fezes humanas
e residuos em decomposicdo, esta espécie tem potencial para transportar em suas patas
microorganismos, atuando desta forma como vetor mecanico de agentes patogénicos como:
enterovirus, bactérias entéricas, esporos de fungos, cistos de protozoarios de ovos e larvas de
helmintos (GREENBERG, 1973; FURLANETO et al., 1984; QUEIROZ et al., 1999). Pode
estar associada também a miiases secundarias (FERRAZ et al. 2011) ou atuar como
hospedeiro forético de ovos de Dermatobia homins (Linnaeus Jr., 1781) (GRISI et al. 2002).

Para o controle bioldgico, incluido dentro do controle integrado de pragas, devido aos
prejuizos socio-econdmicos e médico-sanitarios, € de grande importancia a manutencdo de
vasta quantidade de dipteros necréfagos em laboratdrio para estudo de sua biologia, dando
suporte a pesquisas elucidativas sobre seu controle no ambiente (MELLO & AGUIAR-
COELHO, 2009; BARBOSA et al., 2010). Além disso atuam como indicadores forenses na
medicina legal e sdo usados na identificacdo de substancias e drogas, sendo as larvas
consideradas como amostras alternativas nas analises toxicoldgicas na auséncia de tecidos e
fluidos coletados habitualmente para este fim. Portanto, € de grande importancia a
manutencao em vasta quantidade de dipteros necréfagos. Para a criacdo em larga escala de
dipteros, € necessaria uma dieta alternativa eficiente que além de possuir 0s aspectos
nutricionais que supram as necessidades do inseto, também possua caracteristicas fisicas,
quimicas e biologicas que capacitem o processo alimentar, resultando em individuos com a
mesma ou maior longevidade e/ou capacidade reprodutiva em relacdo aos oriundos da dieta
natural (PARRA, 2001). Alguns estudos com Calliphoridae ja foram desenvolvidos
(BARBOSA et al 2004, SOUSA et al 2011, FERRAZ et al., 2012)

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia da moela de frango como dieta para
larvas, no desenvolvimento pos-embrionario de C. albiceps.

MATERIAL E METODOS

A colbnia de Chrysomya albiceps foi formada por espécimes coletados no Jardim
Zooldgico do Rio de Janeiro, localizado no bairro de Sdo Cristovao, e tendo como seu plantel
o foco em peixes, répteis, aves e mamiferos. As armadilhas para captura dos insetos foram
confeccionadas a partir de frascos plasticos cilindricos transparentes de refrigerantes de dois
litros (35cm de comprimento x 10 cm de diametro), cortados a uma altura de 18 cm a partir
da base e pintados com tinta esmalte preto fosco da marca Star. Foram feitas quatro aberturas
de 2x2cm, a 8 cm da base, espagadas com a mesma metragem entre si para permitir a entrada
dos dipteros. Na parte superior foi acoplada a outra por¢do da garrafa com forma de funil de
plastico, apds cortes verticais na borda, sendo envolvido por um saco plastico transparente
preso com tiras de borrachas na parte externa da armadilha, cuja remocéo permite a captura
dos insetos. As armadilhas ficaram suspensas a 1,5m do solo por fios de nailon e apoiadas em
hastes de madeira, expostas por cinco horas. Em seu interior foram inseridos como isca moela
de frango e sardinha com dois dias sem refrigeragéo (Figura 1).

Os insetos foram encaminhados para o Laboratério de Estudo de Dipteros (LED),
Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Instituto Biomédico da Universidade Federal
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do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO). Os individuos adultos foram identificados através da
chave taxonémica de MELLO (2003) e transferidos para gaiolas de madeira com as laterais
em nylon, sendo alimentados diariamente com mel (50%), 4gua e como substrato para
oviposicdo foi oferecido carne bovina e moela de frango. A metodologia de criacdo seguiu
descricdo de BARBOSA et al. (2004) e FERRAZ et al. (2011).

Quarenta larvas de primeiro instar oriundas de fémeas da 2° geracdo em laboratorio
foram transferidas para 100 gramas de dieta. Foram realizadas quatro repeticbes por
tratamento: no primeiro, foi utilizado carne bovina como controle e no segundo testou-se
como dieta alternativa moela de frango. Em cada tratamento, a respectiva dieta foi
acondicionada em potes plasticos (500 gramas) e colocados em recipientes maiores (2000
gramas), contendo serragem esterilizada e tampados com tecido de nailon. A carne bovina foi
cortada em cubos de aproximadamente 2 cm * e a moela foi utilizada em sua forma integra.
Ambas foram utilizadas sem serem submetidas ao congelamento no LED e compradas
resfriadas.

O registro da massa corporal da larva de C. albiceps foi realizado em lotes de cinco
larvas, apds o abandono da dieta, em balanca semi-analitica. Os espécimes foram
armazenados em tubos de ensaio devidamente rotulados contendo serragem como substrato de
pupariacdo e vedados com tecido de algoddo preso com elastico. As observacdes foram diarias
e realizadas sempre no mesmo horario até a emergéncia dos adultos. A temperatura e a
umidade relativa do ar foram registradas diariamente por um termohigrdgrafo (Figura 2).

Para a analise bruta dos dados e elaboracdo dos graficos utilizou-se o programa
Microsoft Excel. Os resultados obtidos relativos a duracdo do desenvolvimento pos
embrionario foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas através
do pos-teste Tukey, ao nivel de 5% de significancia utilizando o Instat 2. As viabilidades
foram comparadas por ANOVA. A razdo sexual foi testada em relacéo a frequiéncia esperada,
pelo teste do qui-quadrado ().

RESULTADOS

Em relacdo ao ritmo de abandono de larvas maduras da dieta verificou-se que em
ambos o0s substratos o inicio do abandono no mesmo dia (3° dia), com um pico de abandono
neste dia para larvas criadas em carne, jd nas larvas criadas em moela observou-se pico
posterior (4° dia) se entendendo até o sexto dia (0,7%) (Figura 3). Porém as duracGes médias
dos estagios de desenvolvimento pos-embrionario de Chrysomya albiceps criadas em dieta
moela de frango e carne ndo diferiram significativamente entre as dietas testadas: estagio de
larva (p= 0,584), estagio de pupa (p= 0,730) e de neo-larvas a emergéncia (p= 0,488) (Tabela
2).

N&o houve diferenca significativa observada para a massa corporal média de larvas
maduras criadas em dieta moela e carne (p= 0,425) (Tabela 1).

O pico de pupariacdo das larvas seguiu 0 mesmo padrdo do ritmo de abandono, com
pico posterior para a larvas criadas na moela (5° dia, 64%), ja o da carne foi no 4° e 5° dias
(43% em ambos) (Figura 4).

Foi observada semelhanca no pico de emergéncia de C. albiceps entre os dois
tratamentos, com o inicio e o pico de emergéncia no oitavo dia e se estendendo até o décimo
dia na dieta carne e décimo primeiro dia para a moela (Figura 5).

As viabilidades dos estagios de larva (p= 0,087) e total (neo-larvas a emergéncia)
(p=0,4646) ndo diferiram significativamente. Ndo foi possivel fazer ANOVA para a
viabilidade pupal, pois ndo houve variancia (na carne, a viabilidade foi 100% nas quatro
repeticdes).



N&o houve desvio da razdo sexual (carne=0,58; moela=0,46), porém houve maior
numero de fémeas na dieta carne (58%) (x*= 2,472, gl=1, ¥* tabelado=3,84), enquanto que na
dieta moela foi maior o namero de machos (53%) (3°= 0,321, gl=1, * tabelado=3,84). Ambas
dietas apresentaram 100% de normalidade dos adultos emergidos.

DISCUSSAO

A dieta natural para a criacdo de larvas de Chrysomya albiceps € a carne bovina
(ULLYET, 1950; MARCKENKO, 1985), que é adquirida a custos elevados, onde atualmente
1 kg de carne acém custa em média 20% mais cara que 1 kg de moela de frango, sendo que
uma boa dieta deve ter uma relacdo custo-beneficio favoravel (CHAUNDHURY et al. 2000).
Além disso, a carne possui 0 inconveniente de precisar ser processada cortando-a em cubos de
aproximadamente 2 cm®, demandando tempo e trabalho. A moela de frango utilizada como
substrato para criacdo de larvas parece apresentar as condi¢cbes necessarias ao
desenvolvimento dos imaturos de califorideos, ndo necessitando ser cortada, pois devido ao
seu formato, j& vem no tamanho ideal para o uso imediato.

A massa média individual das larvas criadas na carne e na moela foi semelhante. Isto
se deve provavelmente as caracteristicas nutricionais das duas dietas. Ambas possuem
proteinas (21g e 16g, respectivamente), gorduras totais (69 e 2g, respectivamente) e saturadas
(29 e 0,5¢g, respectivamente), colesterol (125mg e 97mg, respectivamente), calcio (12mg e
8mg, respectivamente), ferro (3,2 mg e 1,95 mg, respectivamente ) e sédio (130mg e 82mg,
respectivamente), sendo na carne todos estes nutrientes em valor mais elevado, além de mais
calérica (carne= 150 kcal, moela= 82kcal) (Informacdes retiradas das embalagens dos
produtos). Larvas mais pesadas potencializam a capacidade reprodutiva do adulto (RIBEIRO
& MILWARD-DE-AZEVEDO, 1997)

A moela possui ainda uma consisténcia similar a da carne e isso € um dos passos para
uma dieta alternativa ser eficiente ja que para se criar moscas em laboratorio é preciso uma
dieta que possua, ndo apenas 0s aspectos nutricionais que supram as necessidades do inseto,
mas também caracteristicas fisicas, quimicas e microbioldgicas que capacitem 0 processo
alimentar (PARRA, 2001)

Quanto ao ritmo de abandono da dieta pelas larvas maduras, houve uma extensdo do
periodo por parte das larvas criadas em moela, que abandonaram mais tardiamente a dieta.
Segundo ULLYETT (1950) e KAMAL (1958), isto pode indicar uma estratégia para
compensar a queda na qualidade nutricional do alimento consumido. Alguns autores
consideram a maior rapidez no desenvolvimento das larvas uma vantagem para sua
sobrevivéncia, pois a larva alcanca sua maturidade mais rapidamente (AGUIAR-COELHO &
MILWARD-DE-AZEVEDO, 1998). Apesar disso, a grande maioria abandonou em periodo
semelhante as criadas em carne.

A duracdo média do periodo de larvas de C. albiceps na carne (4,7 dias) e na moela
(4,9 dias) foi semelhante ao encontrado por AGUIAR-COELHO et al (1995) (5,2 dias) e
QUEIROZ e MILWARD-DE-AZEVEDO (1991) (5,21 dias), ambos sob condicdes
controladas utilizando carne equina. J& a duracdo média do estagio de pupa em nosso estudo
(carne=3,4 dias, moela= 3,3 dias) se assemelhou mais ao de AGUIAR-COELHO et al (1995)
(3,68 dias) do que de QUEIROZ e MILWARD-DE-AZEVEDO (1991) (4,53 dias). A duracdo
total média em nosso estudo (carne=8,1 dias, moela=8,2 dias) também se assemelhou ao do
primeiro autor (total = 7,73 dias) e diferiu do segundo (10,86 dias). As diferencas
provavelmente se devem as oscilagdes de temperatura, pois segundo HIGLEY & HASKELL
(2003) essas oscilagbes sdo as responsaveis pela variagdo do tempo de desenvolvimento.
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QUEIROZ e MILWARD-DE-AZEVEDO (1991) utilizaram camara climatizada a 27°C e
umidade relativa 60+10% e 14 horas de fotofase, enquanto que AGUIAR-COELHO et al
(1995) utilizaram cémara climatizada a 30°C e umidade relativa 60+10% e 14 horas de
fotofase.

E importante perceber também que a duracio de todos os estagios (larva, pupa e total —
neolarvas a emergéncia) foi semelhante entre as duas dietas (carne e moela). Por outro lado, a
viabilidade de larvas na carne (71%) foi menor que na moela (87%). A viabilidade de larvas
na moela foi semelhante ao encontrada em estudo comparando duas dietas naturais de C.
albiceps: carne equina e peixe (85% de viabilidade para ambas) (RIBEIRO & MILWARD-
DE-AZEVEDO, 1997). Porém, ambas as dietas do presente estudo (carne e moela) tiveram
viabilidades larvais inferiores ao estudo de QUEIROZ e MILWARD-DE-AZEVEDO (1991)
criando C. albiceps em carne equina (95,75%).

A razdo sexual na dieta testada ficou préxima de 50%, padrdo considerado normal
(ESSER, 1990), assim como nédo foram gerados individuos anormais em ambas as dietas, um
fator positivo.

Os resultados deste estudo permitirdo a producdo em larga escala destes insetos,
auxiliando cientistas, bem como, produzindo um produto a ser comercializado para outras
areas da ciéncia, como herpet6logos, entomologos, aquariofilista, ranicultores, entre outros.
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Tabela 1: Massa corporal de larvas maduras (g)* de Chrysomya albiceps (Wiedemann, 1819)
(Diptera, Calliphoridae) oriundas de duas dietas (carne bovina e moela de frango)
(Temperatura Média: 26,3°C, min. 24,8°C, méax. 27,7°C, Umidade Relativa do Ar média:
68,5%, min.61,0%, max. 75,45%).

Massa individual Desvio Massa Massa

das larvas padrdo minima maxima
Carne 0,2812 0,055 0,228 0,353
Moela 0,2572 0,010 0,243 0,267

* Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente pelo
teste t ao nivel de 5%.
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Tabela 2: Duracdo média dos estagios de desenvolvimento pos-embrionario de Chrysomya
albiceps (Wiedemann, 1819) criadas em carne bovina e moela de frango* (Temperatura
Média: 26,3°C, min. 24,8°C, méx. 27,7°C, Umidade Relativa do Ar média: 68,5%, min.61,0%,

max. 75,45%).

LARVA
Dias Desvio padrdo Minimo  Maximo
Carne 4,7a 0,5 4,2 4,2
Moela 4,9a 0,5 5,2 5,2
PUPA
Dias Desvio padrdo Minimo  Maximo
Carne 3,4a 0,3 3,1 3,8
Moela 3,3a 0,5 2,8 3,9
TOTAL
Dias Desvio padrdo Minimo  Maximo
Carne 8,1a 0,1 8 8,2
Moela 8,2a 0,2 8 8,5

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste t ao nivel de

5%.
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Tabela 3: Viabilidade dos estagios de larva, pupa e total (de neolarvas a adulto) de Chrysomya
albiceps (Wiedemann, 1819) criada em carne bovina e moela de frango * (Temperatura
Média: 26,3°C, min. 24,8°C, méx. 27,7°C, Umidade Relativa do Ar média: 68,5%, min.61,0%,
max. 75,45%).

LARVA

%  Desvio padrdo Minimo Maximo

Carne 71la 0,113 57,5 80

Moela 87a 0,113 72,5 100
PUPA

%  Desvio padrdo Minimo Maximo

Carne 100a 0 100 100

Moela 99a 0,016 97 97,5
TOTAL

%  Desvio padrdo Minimo Maximo

Carne 58a 0,162 40 72,5

Moela 67a 0,177 55 92,5

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo ANOVA ao nivel de
5%.
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Figura 1: Armadilha para dipteros confeccionada com material alternativo (garrafa pet).
Medidas: 35 cm de comprimento x 10 cm de diametro
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Figura 3: Ritmo de abandono de larvas maduras de Chrysomya albiceps (Wiedemann, 1819)
criadas nas dietas carne bovina (controle) e moela de frango (Temperatura Média: 26,3°C,
min. 24,8°C, max. 27,7°C, Umidade Relativa do Ar média: 68,5%, min.61,0%, max. 75,45%).
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Figura 4: Taxa de pupariacdo de Chrysomya albiceps (Wiedemann, 1819) criadas em carne
bovina (controle) e moela de frango (Temperatura Média: 26,3°C, min. 24,8°C, max. 27,7°C,
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CAPITULO Il - DIETAS ALTERNATIVAS PARA Chrysomya putoria, A
MOSCA VAREJEIRA DO VELHO MUNDO
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Dietas alternativas para Chrysomya putoria, a mosca varejeira do Velho Mundo

RESUMO

O presente trabalho procurou avaliar o desenvolvimento pos-embrionario de Chrysomya
putoria (Wiedemann, 1830) (Diptera: Calliphoridae) em moela e em homogenato de moela
em agar, utilizando como controle carne bovina. Foram realizadas quatro repeticdes por
tratamento (60g de dieta cada). O homogenato foi preparado em mixer utilizando moela
(60%), agua destilada e agar. Cada repeticao recebeu 40 neolarvas de C. putoria (52 geracao).
Cada recipiente com dieta foi inserido em outro maior contendo serragem e vedado com
tecido de ndilon e elastico. Foram realizadas observacdes diarias. As larvas foram pesadas e
armazenadas em tubos de ensaio. Termohigrografo registrou uma temperatura média de 20,6°
C e a umidade relativa do ar média de 67,7%. A variacdo entre as medias de massa de larvas
maduras e as duracbes dos estagios larvais, pupais e totais (neolarvas a adultos) foram
analisadas por Teste t de Student (a=5%) e as viabilidades comparadas por ANOVA. A razédo
sexual foi testada pelo qui-quadrado. A duracdo média do periodo de larva a adulto foi 8,868
dias para carne; 8,676 para moela e 9,067 para homogenato de moela em agar; as viabilidades
larvais foram 98%; 92% e 73%, respectivamente; as viabilidades de pupa foram 98%; 91% e
71%, respectivamente; as viabilidades de larva a adulto foram 93%; 83% e 64%,
respectivamente. Houve diferenca significativa na duracdo do periodo pupal entre a carne e
homogenato de moela em agar. As duas dietas alternativas se mostraram satisfatorias para
criacdo de C. putoria.

PALAVRAS CHAVE: Criacao de moscas, Califorideos, larvas, proteinas, pupas.

ABSTRACT This study had as objective to evaluate the post-embryonic development of
Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) (Diptera: Calliphoridae) in the diet of gizzard and
gizzard homogenate in agar, using as control bovine meat. There were four replicates per
treatment (60 g of each diet). The homogenate was prepared in mixer using gizzard (60%),
distilled water and agar. Each replicate received 40 neolarvae C. putoria (5th generation).
Each glass flask with a diet was inserted into a larger one containing sawdust and sealed with
cloth of nylon and elastic. Observations were made daily. Larvae were weighed and stored in
test tubes sealed with cloth of nylon and elastic. Thermohygrograph recorded an average
temperature of 20.6°C and an average relative humidity of 67.7%. The variation between the
mean weight of mature larvae and the duration of the larval stages, pupal and total (neolarvae
to adults) were analyzed by Student t test (a = 5%) and the viability compared by ANOVA.
The sex ratio was tested by chi-square. The average length of the larva-adult period was 8.868
days for meat, gizzards and 8.676 to 9.067 for gizzar homogenate in agar; the larval survivals
were 98%, 92% and 73% respectively; pupal viability was 98%; 91% and 71% respectively,
the larva-adult viabilities were 93%, 83% and 64% respectively. Significant difference in
pupal period between the meat and gizzard homogenate in agar. The two diets were good
alternatives for rearing C. putoria.

KEYWORDS: Creation of flies, blowflies, maggots, protein, pupae.

INTRODUCAO

Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) € um diptero difundido pelo Brasil
(Guimaraes et al. 1978) apos sua introducio através de navios oriundos da Africa. Importante
por ser um potencial vetor mecéanico de polivirus tipo | e Ill, virus Coxsackie, Shilella sp.,
Salmonella sp., Escherichia coli e Giardia lamblia, assim como outros patdgenos entéricos e
agentes irritantes e espoliantes (Greenberg 1971, 1973; Furlanetto et al. 1984). Suas larvas
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podem produzir miiases secundarias (Zumpt 1965). S&o encontradas em granjas (Guimardes
1984) e desenvolvendo-se em esterco liquido com umidade acima de 75% (Bruno et al. 1993)

As larvas da familia Calliphoridae sdo detritivoras, alimentando-se de fezes, em
feridas, ou sdo parasitas (Brusca & Brusca 2007). Nos insetos necrdéfagos, a taxa de
desenvolvimento pode ser afetada por substancias introduzidas no seu organismo através da
sua alimentacdo (Introna et al. 2001) e isso pode afetar estudos com estes insetos como 0s
ligados a estimativa do intervalo pds-morte na entomologia forense, pois esta analise é
baseada no periodo de desenvolvimento destes insetos (Estrada et al. 2009).

Dietas eficientes sdo essenciais para manutencdo de grandes estoques de dipteros em
laboratdrio, inclusive para a producdo de pupas para criacdo do parasitdide Nasonia
vitripennis (Walker, 1836), promissor controlador bioldgico que vem sendo estudado
(Barbosa et al. 2008; Marinho 2007; Mello & Aguiar-Coelho 2009).

A carne bovina é a dieta efetiva para a criacao de larvas de dipteros necrofagos, porém
despende odor desagradavel caracteristico de matéria organica em decomposicdo e torna
maior a possibilidade de contaminacdo secundaria por outros insetos atraidos (Estrada et al.
2009; Barbosa et al. 2004), além de trazer altos custos para os laboratdrios. A moela também
libera odores de putrefacdo, porém a facilidade na obtencdo de moela em mercados e a
reducdo de custos motivam estudos para avaliar o potencial deste substrato alimentar na
manutencdo de estoques de dipteros necr6fagos como C. putoria. Ja as dietas artificiais
permitem maior controle dos efeitos de cada ingrediente presente e diminuem a liberacédo de
odores e permitem ainda a homogeneizacdo de substancias para testes de toxicidade, por
exemplo.

Neste bioensaio foi monitorado o desempenho de imaturos de C. putoria criados em
duas dietas naturais (carne e moela) e em uma dieta artificial (homogenato de moela em agar).

MATERIAL E METODOS

A criacdo dos dipteros utilizados e toda a parte experimental foram realizadas no
Laboratério de Estudos de Dipteros (LED), Departamento de Microbiologia e Parasitologia da
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO). A colénia de C. putoria foi
iniciada com adultos coletados no Jardim Zool6gico do Rio de Janeiro localizado dentro do
parque da Quinta da Boa Vista, Sdo Cristdvao, RJ. Foram utilizadas trés armadilhas seguindo
o modelo de Ferreira (1978), contendo sardinha como isca e expostas por aproximadamente
cinco horas, na parte da manha. Apos a coleta dos adultos e das larvas de dipteros muscaides,
os insetos foram levados para o LED, onde foi realizada a triagem e a identificacdo
taxonémica dos mesmos de acordo com Mello (2003). As moscas foram criadas em gaiolas de
plastico com abertura frontal revestida com tecido de nailon, sendo alimentadas com &gua,
solucdo de mel e agua (50%), e carne bovina e moela de frango como fonte de proteinas e
substrato de oviposi¢do e maturacdo de ovarios.

Foram realizados trés tratamentos com quatro repeti¢cfes cada. O primeiro tratamento
foi o controle (60 g de carne bovina do tipo acém em cada repeti¢éo), o segundo tratamento a
ser testado foi moela de frango (60 g de moela por repeticdo) e o terceiro a dieta de
homogenato de moela em solugdo de agar na concentragdo de 65% (60 mL para cada
repeticéo).

O homogenato foi preparado em mixer utilizando a concentracdo de trés partes de
moela para uma de &gua destilada. A solucdo de agar foi preparada conforme as
recomendagdes da embalagem (1,5%) em &gua destilada e aquecido a 100°C até a sua
completa dissolucgdo e entdo adicionada ao homogenato. O contedo foi misturado em tubos
com tampa de rosca (20x150mm) em vortex por cerca de dois minutos, esterilizado na
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autoclave por 15min / 121°C, e ap6s o esfriamento dos tubos, estes foram novamente
homogeneizados em vortex e entdo vertidos em béqueres de 100 mL.

Nos demais tratamentos (carne bovina e moela), houve descongelamento 24 horas
antes do uso em refrigerador e realizada o corte em cubos de 1cm? e estes adicionados entdo
aos béqueres de 100 mL.

Cada repeticdo recebeu 40 larvas de primeiro instar de C. putoria da 5% geracdo em
laboratdério com auxilio de um pincel. Cada béequer de 100mL de cada repeticédo foi inserido
em outro béquer maior (400mL) contendo serragem esterilizada para permitir a pupariacéo
das larvas quando maduras apés o abandono da dieta e vedado com tecido de nailon e
elastico.

Foi utilizada uma quantidade de dieta nas trés repeticdes que proporcionasse mais de
1g de dieta por larva, pois esta foi verificada por Aguiar-Coelho & Milward-de-Azevedo
(1996) como a densidade ideal relativa ao emprego de carne em diferentes califorideos. Esse
foi um cuidado para que a densidade ndo atrapalhasse a avaliacdo da eficiéncia destas dietas
causando estresse por competicdo explorativa por recursos ou por alteracdes quimicas no
substrato alimentar decorrentes do metabolismo larval (Khazaeli et al. 1993; Bubli et al.
1998).

Foram realizadas observacdes diarias sempre no mesmo horario (12h). O registro da
massa corporal das larvas maduras foi realizado em lotes de cinco em balanca analitica e estas
armazenadas em tubos de ensaio vedados com escaline e elastico para observacdo da
emergéncia dos adultos. Foram acompanhadas as datas de pupariacéo, emergéncia dos adultos
e a razdo sexual, assim como anormalidades morfoldgicas dos adultos. A temperatura e a
umidade relativa do ar local foram registradas por termohigrégrafo (Figura 1).

Para a analise bruta dos dados utilizou-se o programa Microsoft Excel e para as demais
analises o programa STAT. A variacao entre as médias de massa de larvas e as durac@es dos
estagios de larva, pupa e total (neolarva a adulto) foram analisadas por meio do Teste t de
Student (a=5%). As viabilidades foram comparadas por ANOVA. A razdo sexual foi testada
em relacdo a freqliéncia esperada, pelo teste do qui-quadrado (XZ).

RESULTADOS

Quanto a massa individual média das larvas, ndo houve diferenca significativa entre 0s
trés tratamentos: p= 0,233 (Controle x T1), p= 0,599 (Controle x T2), p= 0,152 (T1 x T2)
(Tabela 1).

Quanto a duracdo média do estagio larval (dias), ndo houve diferenca significativa
entre os trés tratamentos: p= 0,116 (Controle x T1), p= 0,082 (Controle x T2), p= 0,631 (T1 x
T2) (Tabela 2).

Quanto a duracdo média do estagio pupal (dias), ndo houve diferenca significativa
entre o controle e o tratamento 1 (p= 0,371) e entre o tratamento 1 e o tratamento 2 (p=
0,059), porém houve diferenca significativa entre o controle e o tratamento 2 (p= 0,018)
(Tabela 2).

Quanto & duracdo total média (neolarva a adulto em dias), ndo houve diferenca
significativa entre os trés tratamentos: p= 0,174 (Controle x T1), p= 0,179 (Controle x T2), p=
0,101 (T1 x T2) (Tabela 2).

O ritmo de abandono de larvas maduras da dieta, de pupariacdo e emergéncia dos
adultos de Chrysomya putoria, nas dietas carne (controle), moela (T1) e dieta de homogenato
de moela em agar (T2) estd representada na Figura 2. As dietas testadas T1 e T2 foram
semelhantes ao controle em relacdo ao ritmo de emergéncia (pico no 11° dia) e foram
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semelhantes entre si em relacdo ao abandono de larvas e pupariacdo. Os picos de abandono e
pupariacdo de C. putoria em carne ocorreram um dia ap0os os das demais dietas.

O ritmo de emergéncia de machos e fémeas foi muito semelhante nas trés dietas
(carne, moela e homogenato de moela em agar) (Figura 3).

As proporcbes e razdes sexuais encontradas foram: controle (machos= 58%,
fémeas=42%, razao sexual=0,42), T1 (machos= 55%, fémeas=45%, razdo sexual=0,45) e T2
(machos= 56%, fémeas=44%, razao sexual=0,44). Os testes qui-quadrado revelaram que as
proporcOes sexuais encontradas nos trés tratamentos ndo diferiram do esperado (Controle:
¥’=3,699; T1: 4?=1,271; T2: ¥*=1,412; %* tabelado=3,84, gl=1, a=5%,). Os trés tratamentos
apresentaram 100% de adultos normais.

As viabilidades de larvas, pupas e total do tratamento 2 (homogenato de moela em
agar) diferiram significativamente do controle: larva (Controle x T1: p=0,433, Controle x T2:
p=0,039, T1 x T2: p=0,167), pupa (Controle x T1: p=0,373, Controle x T2: p=0,035, T1 x T2:
p=0,149) e total (Controle x T1: p=0,428, Controle x T2: p=0,042, T1 x T2: p=0,202). Porém
ndo se observou diferenca significativa entre os T1 e T2 (Tabela 3).

DISCUSSAO

D’Almeida (1994) testou varias dietas para C. putoria e constatou que a carne moida e
0 peixe foram as dietas mais eficientes; Leal et al. (1982) relatou que C. putoria se
desenvolveu melhor em carcacas de ratos quando comparado a dietas artificiais oligidicas,
ressaltando ser a carne a dieta natural para esses califorideos. Segundo Parra (2001), para uma
dieta alternativa ser considerada eficiente esta deve ndo apenas possuir 0s aspectos
nutricionais que supram as necessidades do inseto, mas também possuir as caracteristicas
fisicas, quimicas e microbioldgicas que capacitem o processo alimentar. A massa média das
larvas nas trés dietas testadas ndo apresentou diferenca significativa no presente estudo, o que
pode indicar que as dietas alternativas (moela e homogenato de moela) mostraram-se
eficientes, pois se equipararam a dieta natural (carne). Apesar disso, aparentemente, a dieta de
homogenato de moela em agar foi mais facilmente solubilizada pelas larvas do que a carne e a
moela. Porém isto ndo a tornou inadequada, pois as dietas pouco solUveis € que resultam em
baixo peso da pupa pela dificuldade de digerir proteinas e outros elementos do meio
(Chaudhury et al. 2000).

A duracdo dos estagios de desenvolvimento pos embrionario (larval, pupal e total)
também foi equivalente nas trés dietas, exceto na duracdo do estagio de pupa entre o controle
(carne) e a dieta de homogenato de moela em agar. De acordo com D’Almeida et al. (2001), a
avaliacdo das dietas deve ser feita considerando a duracdo do periodo de neolarvas a adultos,
pois este seria 0 método mais eficiente pois evita as distor¢bes entre os periodos larval e
pupal. E possivel com isso considerar que as dietas supriram as necessidades dos insetos, pois
do contrario a alimentacdo destes é retardada ou até inibida quando ha deficiéncia dos
nutrientes essenciais (Chippendale 1978).

Em carcacgas expostas de coelho, a duracdo média do desenvolvimento de C. putoria
foi de 10 dias no verdo de 2005, com temperatura média de 20°C, em Pelotas, Rio Grande do
Sul, Brasil (Kirst 2006), maior do que a duragdo encontrada no presente estudo que variou em
média de oito a nove dias. Porém, como em ambos estudos as condi¢@es climaticas ndo foram
controladas, é possivel ter ocorrido oscilagbes durante os periodos de estudo. Segundo Higley
& Haskell (2003) as oscilagbes de temperatura ditam a variagdo do tempo de
desenvolvimento.

As taxas sexuais dos individuos criados nas trés dietas testadas neste trabalho
indicaram estabilidade na populacéo conforme anélise do qui-quadrado e segundo 0s preceitos
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de Fisher (1930): somente quando a razdo sexual for 1:1 havera estabilidade na populacgéo;
uma razdo sexual com desvio ndo é evolutivamente estavel, porque em geracbes futuras
ocorrerdo aumentos graduais na propor¢do do sexo observado em menor nimero.

Considerando que se obteve 100% de dipteros normais, podemos considerar que a
densidade de dipteros na dieta foi adequada ao desenvolvimento desses, pois esta influencia
na determinacdo fenotipica de caracteres bionémicos e altera componentes determinantes do
valor adaptativo dos organismos como ja foi verificado por Ribeiro et al. (1993), Reis et al.
(1994), Roper et al. (1996), Ribeiro (1998) em trabalhos com dipteros. Quando ndo ha
variacdes na simetria significa que ndo foram constituidos disturbios suficientemente intensos,
que ndo pudessem ser tamponados ou neutralizados com ajustes metabdlicos capazes de
garantir a estabilidade homeostatica nos padrdes de desenvolvimento (Lomonaco &
Germanos, 2001).

Quanto a viabilidade de larva, sabe-se que algumas larvas se alimentam acima do
minimo necessario para a sobrevivéncia, outras apenas 0 minimo, enquanto algumas nédo séo
capazes de atingir esse minimo necessario para pupar € morrem (De Jong, 1976). Em nosso
estudo, o controle e a moela obtiveram altas taxas de viabilidade de larva, pupa e total,
enquanto que as da dieta de homogenato de moela em agar diferiram significamente do
controle apresentando menores viabilidades mesmo apresentando massas equivalentes as
larvas das demais dietas. Larvas menores levam desvantagem na competicdo com as maiores,
demorando mais para puparem e percorrendo distancias maiores para tal ou para buscarem
mais alimentos (Gomes et al. 2002). A taxa de viabilidade de larva na dieta de homogenato de
moela foi de 73% (60g de dieta para 40 larvas = 1,59 de dieta por larva) e apresentou
resultado semelhante ao trabalho de Godoy et al. (1996) utilizando a dieta artificial de Leal et
al. (1982) de 73,25% na densidade de 50g de dieta para 100 larvas (0,59 de dieta por larva) e
nas vinte demais densidades testadas com menor quantidade de dieta disponivel para as
larvas. Esta dieta de Leal et al. (1982) é muito utilizada por diversos autores (Estrada et al.
2009, Von Zuben 2000) e alcancar viabiliadade semelhante significa um resultado satisfatério.

O uso da terapia larval exige conhecimentos a respeito do comportamento das larvas
na presenca de determinados medicamentos aos quais 0s pacientes que tem potencial para este
tipo de tratamento podem estar fazendo uso, como antibidticos para evitar ou combater
infeccdes. A dieta artificial testada possibilitaria a dissolucdo destes medicamentos a fim de
observar potenciais reacdes dos dipteros a presenca destes em seus substratos alimentares e
ainda tem poucos ingredientes, uma vantagem quando se quer testar a influéncia de produtos
quimicos no desenvolvimento de insetos, pois quando adicionados a esta dieta o inseto sofrera
uma menor influéncia do meio. Da mesma forma, substancias quimicas como o uso de
medicamentos também poderiam alterar o desenvolvimento de dipteros e trazer alteracdes em
estimativas de intervalo pds-morte em estudos forenses. Torres (2005) destaca que
experimentos tem sido realizados utilizando a adi¢do de antimicrobianos nas dietas artificiais
de larvas de insetos para prevenir a contaminacdo destas por microorganismos e para testar a
acdo desses farmacos no desenvolvimento e maturagdo das larvas.

A base agar utilizada em nossa dieta artificial j& foi utilizada na criacdo de dietas para
outros insetos, mas na sua maioria para insetos de importancia agricola (Panizzi & Parra
1991) e foi escolhida como componente pela sua densidade de gel firme em temperaturas
préximas a 37°C (Insumos 2008), como tentativa de se assemelhar a consisténcia da carne.
Além disso, 0 agar ndo é téxico para a maioria dos microorganismos € humanos, nao-
absorvivel, ndo-fermentavel e possui em sua composicdo, principalmente, fibras e também
sais minerais (P, Fe, K, CI, 1), celulose, anidrogalactose e uma pequena quantidade de
proteinas (Insumos 2008).
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Dentre os autores que testaram dietas para califorideos temos Paes & Milward-De-
Azevedo (1998), Nespoli et al. (1998) e Paes et al. (2000) que examinaram o efeito de dietas
naturais em diferentes estadgios de decomposicdo sobre o periodo pés-embrionario dos
dipteros e Cunha-e-Silva & Milward-de-Azevedo (1994), Leal et al. 1982, 1991; Von Zuben
1995; D’Almeida et al. 2000; Mendonca, 2009, que testaram dietas artificiais; estas dietas
podem ser vantajosas pela possibilidade de maior uniformidade nutricional e bioldgica das
col6nias no decorrer do tempo (Parra 1990). A dieta testada a base de homogenato de moela
em agar mostrou-se eficiente para este fim. Da mesma forma, dietas alternativas como a
moela de frango também podem ser usadas devido seu menor custo em relacdo a carne
facilitando o desenvolvimentos de projetos e pesquisas que exijam manutencdo de grandes
estoques de dipteros por longos periodos.
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Tabela 1: Massa de larvas (g)* de Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) (Diptera,
Calliphoridae) oriundas de trés dietas diferentes criadas em temperatura ambiente
(Temperatura Média: 20,6° C, Umidade Relativa do Ar média: 67,7%).

Massa individual Intervalo de Desvio

média (g) Variacao (g) padréo
Controle (carne) 0,056? 0,0408-0,0629 0,126
T1 (moela) 0,0562 0,0371-0,0620 0,008
T2 (Homogenato de moela em agar) 0,0522 0,0360-0,0642 0,009

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste t ao nivel de
5%.
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Tabela 2: Duracdo média dos estagios de desenvolvimento pds-embrionario de larvas de
Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) criadas em trés dietas diferentes (carne, moela e
homogenato de moela em agar) em temperatura ambiente*. (Temperatura Média: 20,6° C,
Umidade Relativa do Ar média: 67,7%).

LARVAL
Dias Desvio padrédo Minimo Maximo
Controle (carne) 4,0502 0,068 4 7
T1 (moela) 4,4062 0,271 4 7
T2 (homogenato de 4,495° 0,291 4 7
moela em agar)
PUPAL |
Dias Desvio padréo Minimo Méaximo
Controle (carne) 4,278 0,099 3 5
T1 (moela) 4,365ab 0,218 2 6
T2 (homogenato de 4,696b 0,105 5 6
moela em agar)
TOTAL
Dias Desvio padréo Minimo Maximo
Controle (carne) 8,868? 0,102 8 10
T1 (moela) 8,6762 0,140 8 12
T2 (homogenato de 9,0672 0,242 8 10

moela em agar)

* Médias seguidas pela mesma letra ha mesma coluna ndo diferem significativamente pelo

teste t ao nivel de 5%.
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Tabela 3: Viabilidades dos estdgios de larvas, pupas e total (de neolarvas a adulto) de
Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) criada em dietas carne, moela e homogenato de moela
em agar* (Temperatura Média: 20,6° C, Umidade Relativa do Ar média: 67,7%).

Dictas Viabilidade
Larval Pupal Total*
Controle (carne) 98%a 98%a 93%a
Tratamento 1 (moela) 92% ab 91%ab 83% ab

Tratamento 2 (Homogenato de moelaemagar) 73%b 71%b 64%Db

* Total = periodo de neolarvas a adultos
* Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem significativamente pelo
ANOVA.
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Figura 1: Variacdo de temperatura e umidade relativa do ar registradas no Laboratério de
Estudo de Dipteros da UNIRIO durante a fase experimental.
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Figura 2: Ritmo de abandono de larvas maduras da dieta, pupariacdo e emergéncia dos
adultos de Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830), pelos dias, em carne (controle), moela
(T1) e dieta de homogenato de moela em agar (T2). (Temperatura Média: 20,6°C, Umidade

Relativa do Ar média: 67,7%).
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Figura 3: Ritmo de emergéncia de machos e fémeas de Chrysomya putoria (Wiedemann,
1830), criados em carne (controle), moela (T1) e dieta de homogenato de moela em agar (T2)
(Temperatura Média: 20,6°C, Umidade Relativa do Ar média: 67,7%).
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CAPITULO I11- AVALIACAO DA INFLUENCIA DO ANTIBIOTICO
CIPROFLOXACINO NO DESENVOLVIMENTO DA MOSCA
VAREJEIRA DO VELHO MUNDO Chrysomya putoria
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Avaliacdo da influéncia do antibidtico ciprofloxacino no desenvolvimento da mosca
varejeira do velho mundo Chrysomya putoria

RESUMO

Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) (Diptera: Calliphoridae) € uma espécie com potencial
para a pratica da terapia larval, descrita também em miiases e ainda em estudos de
entomologia forense. Avaliar a a¢do de diferentes concentracdes do antibiotico ciprofloxacino
sobre o crescimento e desenvolvimento desta espécie € 0 objetivo deste estudo. Larvas de
primeiro instar da 32 geracdo em 60 gramas de dieta de homogenato de moela em agar 65%
receberam cloridrato de ciprofloxacino. Cada concentracdo do antibiotico testado (3,33
pg/mL; 6,66 pg/mL e 13,33 pg/mL) e o controle foram replicados quatro vezes (40
larvas/repeticdo). O controle recebeu agua destilada invés do antibidtico. Cada béquer de cada
repeticdo (100mL) foi inserido em outro béquer maior (400mL) contendo serragem e vedado
com escaline e elastico. As larvas foram mantidas em camara climatizada a 30°C dia e 28°C
noite, 70 + 10% U.R. e 14 horas de fotoperiodo. Foram realizadas observactes diarias. As
larvas, apds abandono da dieta, foram pesadas em lotes de cinco em balanca analitica e
armazenadas em tubos de ensaio vedados com escaline e elastico. Foram acompanhadas as
datas de pupariacdo, emergéncia dos adultos e a razdo sexual, assim como anormalidades
morfologicas dos adultos. Para a andlise utilizou-se Microsoft Excel e STAT. A variacdo entre
as médias de massa de larvas e as duracdes dos estagios larvais, pupais e totais foram
analisadas por Teste t de Student (0=5%); as viabilidades e as taxas de normalidade
comparadas por ANOVA; a razdo sexual foi testada em relacdo a freqiéncia esperada, pelo
teste do qui-quadrado (y°). Ndo houve diferenca significativa entre os quatro tratamentos
guanto a massa individual média das larvas (T1:0,049g; T2:0,034g; T3:0,029¢; T4:0,030 g),
duracdo média da inoculacdo das larvas até o abandono (4,478; 4,138; 4,019; 4,000 dias) e dos
estagios larval (5,477; 5,234; 5,000; 5,000 dias), pupal (3,874; 3,937; 2,986; 3,974 dias) e
total (9,339; 9,158; 8,981; 8,953 dias), respectivamente para controle, T1, T2 e T3. As
proporcdes sexuais encontradas nos quatro tratamentos ndo diferiram do esperado. As taxas de
normalidade foram controle=100%, T1=96%, T2=98%, T3=99%. Apenas o tratamento 2
diferiu significativamente do controle nas viabilidades larval e total. O antibidtico pareceu ndo
alterar o desenvolvimento de C. putoria no periodo pds-embrionario.

Palavras chave: moscas varejeiras, drogas, larvas, pupas.

INTRODUCAO

Os agentes antimicrobianos sdo medicamentos utilizados para eliminar diferentes
géneros de microorganismos. Dentre os diferentes géneros de antimicrobianos existentes,
destacam-se 0s de uso comum, como o norfloxacino, ciprofloxacino, nitrofurantoina ampicina
e sulfametoxazol/trimetropina. O ciprofloxacino é um quimioterdpico de amplo espectro
utilizado para o tratamento de patologias causadas por microorganismos gram-positivos e
gram-negativos sensiveis (DEF 2001; Korolkovas 2002; Martindale 2002), apropriado para o
tratamento das infeccBes causadas por agentes patogénicos sensiveis ao farmaco: infecgdes
das vias aéreas, otorrinolaringoldgicas, maxilofaciais, das vias urinarias e renais, do trato
gastrointestinal (incluindo febre tiféide), das vias biliares, dos tecidos moles e feridas
infectadas, Osseas e articulares, ginecoldgicas e obstétricas, septicemia, meninges (meningite),
peritonite, infecgdes ou risco iminente de infecgdo (profilaxia) em doentes com
imunossupressao (Quinoflox 2011)
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Muitas feridas como as supracitadas podem ter como alternativa de tratamento o uso
da terapia larval, também conhecida como terapia de desbridamento larval, bioterapia ou
biocirurgia, consiste na aplicacdo de larvas vivas de moscas (Diptera: Calliphoridae) em
ferimentos que ndo cicatrizam, com o objetivo de remover o material necrético e promover o
crescimento de novos tecidos. Seu uso e popularizacdo tém aumentado em muitos paises
devido a grande eficacia das larvas em remover tecidos necrosados e a seguranca e facilidade
de aplicacdo (Sherman et al. 2000; Martini & Sherman 2003; Marcondes 2006; Dallavechia et
al. 2010, 2011). Chrysomya putoria (Wiedemann 1830) (Diptera: Calliphoridae) é facilmente
obtida em todo territério brasileiro, é de facil criacdo e baixo custo, suas larvas se
desenvolvem rapidamente, e seu comportamento e biologia séo compativeis ao uso em terapia
larval (Marcondes 2006; Oliveira-Costa 2011). Quando é feita opcdo por esta técnica, é
importante conhecer a acdo sobre as larvas dos antibioticos usados de forma conjunta, pois
estes podem influenciar suas atividades naturais e sobrevida.

Da mesma forma, os pacientes portadores de miiases muitas vezes fazem uso de
antibioticoterapia em associacdo ao tratamento por apresentarem um quadro clinico
insatisfatdrio, com outras enfermidades associadas e feridas na pele normalmente muito
contaminadas (Ferraz et al. 2008, 2010), portanto o uso de antibi6ticos auxiliaria a
cicatrizacao, fazendo-se necessario conhecer os efeitos destes antibidticos sobre as larvas.

A taxa de desenvolvimento dos insetos necr6fagos pode ser afetada por substancias
introduzidas no seu organismo através da sua alimentacdo (Introna et al. 2001) e isso pode
afetar estudos com estes insetos como os ligados a estimativa do intervalo pds-morte (IPM) na
entomologia forense, pois esta analise é baseada no periodo de desenvolvimento destes insetos
(Estrada et al. 2009).

Chrysomya putoria € uma espécie com potencial para a pratica da terapia larval e
descrita também em miiases e ainda em estudos de entomologia forense. Avaliar a acdo de
diferentes concentracGes dos antibidticos sobre o crescimento e desenvolvimento desta
espécie € o objetivo deste estudo.

MATERIAL E METODOS

A criacdo dos dipteros utilizados e toda a parte experimental foram realizadas no
Laboratério de Estudos de Dipteros (LED), Departamento de Microbiologia e Parasitologia da
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO).

A colénia de C. putoria foi iniciada com adultos coletados no Jardim Zoolégico do
Rio de Janeiro localizado dentro do parque da Quinta da Boa Vista, Sdo Cristovdo, RJ. Foram
utilizadas trés armadilhas seguindo o modelo de Mello et al. (2007), contendo sardinha como
isca e expostas por aproximadamente 5 horas, na parte da manha. Apos a coleta dos adultos e
das larvas de dipteros muscdides, os insetos foram levados para o LED, onde foi feita a
triagem e a identificacdo taxondmica dos mesmos de acordo com Mello (2003). As moscas
foram criadas em gaiolas de plastico transparente (40x30x20cm) com abertura na parte
superior para arejamento e abertura frontal para permitir o acesso ao interior da gaiola
revestida com tecido de nailon , sendo alimentadas com agua, solugdo de mel e agua (50 %) e
moela de frango ou carne bovina como fonte de proteinas, substrato de oviposicdo e
maturagdo de ovarios.

As larvas de primeiro instar da 32 geragdo em laboratdrio foram transferidas com o uso
de pincel fino para becheres de vidro de 100mL contendo 60 gramas de dieta de homogenato
de moela em agar 65% (Ferraz et al. 2012) em cada um. A dieta foi selecionada por ser préatica
para homogeneizar substancias a serem testadas e estéril (autoclavada), o que torna o
antibiético totalmente disponivel para agir somente nas larvas inseridas. O antibidtico
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utilizado foi Hifloxan® de 400 mg (Cloridrato de ciprofloxacino). Cada repeticdo recebeu
1mL do antibidtico em trés diferentes concentracdes resultando nas seguintes concentracfes
junto a dieta: 3,33 pg/mL; 6,66 pg/mL e 13,33 pg/mL. As concentracdes foram escolhidas a
partir da concentracdo sérica de ciprofloxacino (500mg via oral 12/12h: 2,97 ug /mL, 400mg
intravenoso 12/12h: 4,56 pg /mL). A primeira concentracdo escolhida (T1) seria
aproximadamente um valor entre as concentracdes séricas oral e intravenosa; a segunda
concentracdo (T2) seria aproximadamente o dobro da primeira; e a terceira concentracédo (T3)
aproximadamente quatro vezes maior. Cada concentracdo do antibiotico testado e o controle
foram replicados quatro vezes, sendo 40 larvas para cada repeticdo. O controle recebeu agua
destilada no lugar do antibidtico.

Cada béquer de cada repeticéo foi inserido em outro béquer maior (400mL) contendo
serragem esterilizada para permitir a pupariacdo das larvas quando maduras apos o abandono
da dieta e vedado com tecido de nailon e elastico. As larvas foram mantidas em camara
climatizada a 30°C dia e 28°C noite, 70 + 10% U.R. e 14 horas de fotoperiodo. Foram
realizadas observac6es didrias sempre no mesmo horario (12h).

As larvas, ap6s abandono da dieta, foram pesadas em lotes de cinco em balanca
analitica e armazenadas em tubos de ensaio vedados com tecido de nailon e elastico para
observacdo da emergéncia dos adultos. Foram acompanhadas as datas de pupariacéo,
emergéncia dos adultos e a razdo sexual, assim como anormalidades morfoldgicas dos
adultos.

Para a analise bruta dos dados utilizou-se o programa Microsoft Excel e para as demais
analises o programa PAST. A variacdo entre as médias de massa de larvas e as duracfes dos
estagios larvais, pupais e totais (neolarvas a adultos) foram analisadas por meio do Teste t de
Student (0=5%). As viabilidades ¢ as taxas de normalidade foram comparadas por ANOVA.
A razéo sexual foi testada em relaco a freqiiéncia esperada, pelo teste do qui-quadrado (3?).

RESULTADOS

Quanto a massa individual média das larvas, ndo houve diferenca significativa entre 0s
quatro tratamentos (Tabela 1). Quanto a duracdo média da inoculacdo das larvas até o
abandono e dos estagios larval, pupal e total (dias), ndo houve diferenca significativa entre o0s
quatro tratamentos (Tabela 2).

O ritmo de abandono das larvas da dieta, de pupariacdo e de emergéncia (%) de C.
putoria, nos quatro tratamentos diferentes (Controle = homogenato de moela em agar; T1=
homogenato de moela em agar + ciprofloxacino 3,33%; T2= homogenato de moela em agar +
ciprofloxacino 6,66%, T3= homogenato de moela em agar + ciprofloxacino 13,33%) esta
representada na Figura 1. O pico de abandono da dieta no controle foi no 4° e 5° dias,
enguanto nos tratamentos com antibidtico foi predominantemente no 4° dia. O pico de
pupariacdo do controle foi no 5° e 6° dias, enquanto que nos demais no 5° dia. Ja o pico de
emergéncia em todos os tratamentos ocorreu no 9° dia.

A taxa de emergéncia de machos e fémeas de C. putoria pelos dias foi semelhante
(Figura 2). As proporcdes sexuais encontradas foram: controle (machos=47%, fémeas=53%),
T1 (machos=55%, fémeas=45%), T2 (machos=50%, fémeas=50%) e T3 (machos=44%,
fémeas=56%). Os testes qui-quadrado revelaram que as razdes sexuais encontradas nos quatro
tratamentos ndo diferiram do esperado (Controle: X220,398; T1: X2=0,909; T2: X220,009; T3:
¥’=1,923; y* tabelado=3,84, gl=1, a=5%,).

Apenas o controle apresentou 100% de adultos normais (T1=96%, T2=98%,
T3=99%). Porém ndo houve diferenca significativa estatisticamente entre os tratamentos
(Controle x T1 (p=0,192), Controle x T2 (p=0,073), Controle x T3 (p=0,356), T1 x T2
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(p=0,408), T1 x T3 (p=0,249), T2 x T3 (p=0,463)). Quanto as viabilidades larval, pupal e
total, apenas o tratamento 2 diferiu significativamente do controle nas viabilidades larval e
total (Tabela 3).

DISCUSSAO

A necessidade de testarmos diferentes concentragdes do mesmo antibidtico € devido a
um mesmo antimicrobiano adicionado a dietas poder ser seguro, inibitério ou altamente
prejudicial dependendo da concentragdo utilizada (Singh & House 1970). Foi utilizada uma
quantidade de dieta nas quatro repeticdes que proporcionasse mais de 1g de dieta por larva,
pois esta foi verificada por Aguiar-Coelho & Milward-de-Azevedo (1996) como a densidade
ideal relativa ao emprego de carne em diferentes califorideos. Esse foi um cuidado para que a
densidade ndo atrapalhasse a avaliagdo da eficiéncia destas dietas causando estresse por
competicdo explorativa por recursos ou por alteragbes quimicas no substrato alimentar
decorrentes do metabolismo larval (Khazaeli et al. 1993; Bubli et al. 1998). Considerando que
foi obtido 100% de dipteros normais no controle e outros valores nos demais tratamentos que
ndo diferiram significativamente do controle, podemos considerar que a densidade de dipteros
na dieta foi adequada ao desenvolvimento desses e podemos também supor gue o antibiotico
ciprofloxacino também ndo afetou o fendtipo. A densidade influencia na determinacéo
fenotipica de caracteres bionémicos e altera componentes determinantes do valor adaptativo
dos organismos como ja foi verificado por Ribeiro et al. (1993), Reis et al. (1994), Roper et al.
(1996), Ribeiro (1998) em trabalhos usando dipteros. Quando ndo ha variacGes na simetria
significa que ndo foram constituidos disturbios suficientemente intensos, que ndo pudessem
ser tamponados ou neutralizados com ajustes metabdlicos capazes de garantir a estabilidade
homeostatica nos padrdes de desenvolvimento (Lomonaco & Germanos 2001).

Apesar de ndo-significativo, os tratamentos com antibiotico apresentaram intervalos de
variacdo do massa individual com valores minimos (Controle>T1>T2>T3) e valores maximos
(Controle>T1>T3>T2) menores que do controle. Esses valores também foram menores que 0s
encontrados por Ferraz et al. (2012) que utilizou carne, moela e a dieta homogenato de moela
em agar para criacdo de C. putoria. A duracdo total do desenvolvimento foi menor nos
tratamentos com antibiético (Controle>T1>T2>T3) e a de todos tratamentos menores
comparados ao encontrado por Ferraz et al. (2011) que utilizou carne e racdo pastosa para caes
para criacdo de C. putoria. Apenas a duracdo do estagio larval teve maior duracdo no presente
experimento. Isto é muito compreensivel ja que carne é a dieta natural desta espécie (Leal et
al. 1982).

Em estudo com Cochliomyia macellaria (F.) (Diptera: Calliphoridae), foi realizada
comparacdo do seu desenvolvimento em meio estéril ou com bactérias e foi observado que
estas sobrevivem no meio estéril com uma taxa de desenvolvimento mais curta e maior
sobrevivéncia do que no meio com bactérias (Ahmad et al. 2006). No presente estudo, o ritmo
de abandono de larvas da dieta, pupariacdo e emergéncia tendeu a ser mais precoce nos
tratamentos com antibiético comparado ao do controle. Como as larvas utilizadas nesse
experimento ndo eram estéreis, provavelmente levaram bactérias aos meios, que podem ter
sido neutralizados nos meios com antibidtico, mas ndo no controle.

O principal periodo de limitagdo de recursos alimentares em Calliphoridae ocorre no
periodo larval, no qual as larvas ingerem o0 maximo de alimento no menor intervalo de tempo
(Goodbrod & Goff 1990). Um maior tempo alimentando-se também pode ocorrrer para
compensar a baixa qualidade nutricional do alimento (Kamal 1958; Levot et al. 1979; Paes et
al. 2000). No presente estudo, quanto menor o tempo que o inseto ficou na dieta (abandono)
menor foi sua massa (Controle>T1>T2>T3).
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As taxas sexuais dos individuos nos quatro tratamentos diferentes deste trabalho
indicaram estabilidade na populagdo conforme andlise do qui-quadrado e segundo 0s preceitos
de Fisher (1930): somente quando a razdo sexual for 1:1 havera estabilidade na populacéo;
uma razdo sexual com desvio ndo é evolutivamente estavel, porque em geracbes futuras
ocorrerdo aumentos graduais na propor¢do do sexo observado em menor nimero.

O antibidtico ciprofloxacino ndo alterou a massa média larval de C putoria, nem
alterou a duracdo dos estagios pds-embrionarios, assim como a razdo sexual destes dipteros.
Alguns estudos sobre o efeito de outras substancias no desenvolvimento larval de C. putoria
ja foram realizados e obtiveram resultados diferentes. Carvalho (2004) estudou o efeito da
cocaina expondo figados contendo a substancia para alimentacdo de C. putoria e notou que as
larvas de C. putoria expostas a droga se desenvolveram significativamente mais rapido em
relacdo ao controle. Também foi constatado que as larvas expostas ao figado contendo cocaina
iniciaram e terminaram o processo de pupariacdo antes que as do controle, assim como a
emergéncia.

Outra substancia que acelerou o desenvolvimento larval de C. putoria foi o diazepam,
além de larvas mais pesadas que as do controle (Carvalho et al. 2001). O anfetaminico
anfepramona também acelerou o desenvolvimento de C. putoria em aproximadamente 48 h
(Carvalho 2004). Ja o analgésico escopolamina retardou o desenvolvimento de grupos com
maior concentracdo (Grella et al. 2007) e a anfetamina aumentou o periodo de pupa de C.
putoria (Nitsche 2010)

No presente estudo, o ciprofloxacino apenas alterou a viabilidade larval e total do
tratamento 2 de forma significativa estatisticamente. As viabilidades do T2 foram maiores,
porém as dos outros tratamentos também foram elevadas. Em dipteros, viabilidades acima de
60% sdo consideradas promissoras (Loureiro et al. 2005). Ha ainda a possibilidade das larvas
ndo terem metabolizado a droga assim como relatado por Grella & Thyssen (2008) em estudo
com imaturos de C. albiceps, C. megacephala e C. putoria, criados em dieta artificial
acrescida de cloridrato de oxycodone, onde nao observaram diferencas significativas no
desenvolvimento entre os grupos controle e 0s grupos experimentais.

E fato que insetos absorvem substancias utilizadas por humanos, inclusive foram
detectadas toxinas e substancias controladas tanto no inseto como nos restos quitinizados
recolhidos de vitimas em estagio avancado de decomposicao (Goff & Lord 2001). Com isso 0
estudo dos efeitos que drogas e toxinas exercem no desenvolvimento larval é necessario pois a
aceleracdo ou retardamento nesta taxa pode interferir na estimativa do intervalo pés-morte
(IPM) quando baseada na biologia desses insetos (Goff et al. 1992, Carvalho et al. 2001,
Grella & Thyssen 2008). Em Campinas, entre 1993 e 1998, C. putoria mostrou-se entre as
mais freqientes no Instituto Médico Legal (IML) e em coletas de campo, sendo inclusive
considerada como indicador forense para a area (Carvalho et al. 2000).

Sherman et al. (1995) realizou um experimento a respeito da acao de sete antibidticos
sobre o crescimento e desenvolvimento das larvas e pupas de Lucilia sericata, utilizadas em
terapia larval, sendo estes pertencentes as classes das penicilinas, cefalosporinas e
aminoglicosideos. Estes foram adicionados em meio agar-figado em vérias concentragdes,
onde foram colocadas as larvas de um dia e observados os resultados em relagcdo a maturagéo
das mesmas, numero de pupas e adultos, duragdo de cada estagio e peso das pupas. Os autores
concluiram que néo foi observada interferéncia sobre o crescimento larval nem sua maturacgéo,
resultado muito semelhante ao nosso estudo. Larvas de C. putoria ja foram utilizadas para
terapia larval em ratos Wistar e obteve-se sucesso, ndo sendo realizado o uso dessas larvas em
humanos no Brasil por falta de estudos.
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Portanto, estudos como este auxiliardo nos usos de C. putoria em entomologia forense,
terapia larval e na clinica de miiases.
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Tabela 1: Massa de larvas (g)* de Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) (Diptera,
Calliphoridae) oriundas de quatro tratamentos** com diferentes concentracbes de
ciprofloxacino criadas em camara climatizada (30°C dia e 28°C noite, 70 + 10% U.R. e 14
horas de fotoperiodo).

Massa individual média Intervalo de p=valor de significancia (teste t)

Tratamento (9) = Desvio padrao variacdo  Controle T1 T2 T3
Controle 0,049a+0,007 0,035-0,059 - 0,231 0,182 0,371
Tl 0,034a+0,021 0,011-0,058 0,231 - 0,793 0,710
T2 0,029a+0,024 0,007-0,053 0,182 0,793 - 0,544

T3 0,039a+0,018 0,006-0,054 0,371 0,710 0,544 -

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste t (a=5%).

** Controle = homogenato de moela em agar; T1= homogenato de moela em agar +
ciprofloxacino 3,33%; T2= homogenato de moela em agar + ciprofloxacino 6,66%, T3=
homogenato de moela em agar + ciprofloxacino 13,33%
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Tabela 2: Duracdo média dos estagios de desenvolvimento pos-embrionario* (dias) de larvas
de Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) oriundas de quatro tratamentos** com diferentes
concentragdes de ciprofloxacino criadas em camara climatizada (30°C dia e 28°C noite, 70 +
10% U.R. e 14 horas de fotoperiodo)

p= valor de significAncia (teste t)
Controle T1 T2 T3

Dias Desvio Padréao

. o Controle 4478a 0,517 j 0264 0127 0117

2w S T1  4138a 0,192 0,264 . 0266 0230

% ¢ T2 4019 0,038 0127 0266 - 0,679
QO | T3 4,000a 0,081 0230 0117 0679 -

Controle 5477a 0516 i 0419 0114 0117

23 T1 5234 0,223 0,419 . 0081 0,095

§ 5 T2 5000a 0 0114 0081 - 0985
T3  5000a 0,081 0117 0095 0985 -

o Controle 3874a 0,214 i 0588 0,353 0393

¥ T1  3937a 0,055 0,588 . 0161 0,340

22 T2  2.986a 0,016 0353 0161 - 0,790
T3  3.974a 0,048 0,393 0340 0790 -

5 Controle 9,339 0,322 i 0,367 0,068 0054

S5 T1 9158 0,186 0,367 . 0108 0,073

59 T2  898la 0,016 0068 0108 - 0,158
O T3  8953a 0,033 0054 0073 0158 -

* Medias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem significativamente pelo
teste t (a=5%).

** Controle = homogenato de moela em agar; T1= homogenato de moela em agar +
ciprofloxacino 3,33%; T2= homogenato de moela em agar + ciprofloxacino 6,66%, T3=
homogenato de moela em agar + ciprofloxacino 13,33%
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Tabela 3: Comparacdo por ANOVA das viabilidades dos estagios larval, pupal e total (de
neolarvas a adulto) de Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) criada em quatro tratamentos:
controle = homogenato de moela em agar; T1= homogenato de moela em agar +
ciprofloxacino 3,33%; T2= homogenato de moela em agar + ciprofloxacino 6,66%, T3=
homogenato de moela em agar + ciprofloxacino 13,33%

p= valor de significAncia (ANOVA)

Viabilidade —= %™ 11 T2 T3

Controle  81,88%, - 0,643 0,007 0,733

E T1 78,13%, 0,643 - 0,831 0,965

E T2 96,67% 0,007 0,831 - 0,859
T3 77,50% 0,733 0,965 0,859 -

Controle 93,60% - 0,456 0,579 0,806

El T1 85,44% 0,456 - 0,333 0,571

z T2 95,65% 0,579 0,333 - 0,512
T3 92,01% 0,806 0,571 0,512 -

Controle 76,88% - 0,562 0,034 0,807

IS T1 68,75% 0,562 - 0,108 0,820

2 T2 92,5% 0,034 0,108 - 0,217
T3 73,13% 0,807 0,820 0,217 -
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Figura 1 — Ritmo de abandono das larvas da dieta, de pupariacdo e de emergéncia (%) de
Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) em quatro tratamentos: controle = homogenato de
moela em agar; T1=homogenato de moela em agar + ciprofloxacino 3,33%; T2= homogenato
de moela em agar + ciprofloxacino 6,66%, T3= homogenato de moela em agar +

ciprofloxacino 13,33%
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Figura 2 — Taxa de emergéncia, em dias, de machos e fémeas de Chrysomya putoria
(Wiedemann 1830) criados em quatro tratamentos: controle = homogenato de moela em agar;
T1= homogenato de moela em agar + ciprofloxacino 3,33%; T2= homogenato de moela em

agar + ciprofloxacino 6,66%, T3=homogenato de moela em agar + ciprofloxacino 13,33%
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CAPITULO IV — EFEITO DO ANTIBIOTICO GENTAMICINA NO
DESENVOLVIMENTO POS-EMBRIONARIO DE Chrysomya putoria
(WIEDEMANN, 1830) (DIPTERA: CALLIPHORIDAE)
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Efeito do antibidtico gentamicina no desenvolvimento pos-embrionario de Chrysomya
putoria (Wiedemann, 1830) (Diptera: Calliphoridae)

RESUMO

Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) é uma espécie com potencial para a pratica da terapia
larval, descrita também em miiases e ainda em estudos de entomologia forense. Avaliar a acéo
de diferentes concentracbes do antibidtico gentamicina sobre o crescimento e
desenvolvimento desta espécie é o objetivo deste estudo. Larvas de primeiro instar da 32
geracdo em 60 gramas de dieta de homogenato de moela em agar 65% receberam sulfato de
gentamicina. Cada concentracdo do antibidtico testado (4,44pg/mL; 13,33pug/mL e
66,661g/mL) e o controle foram replicados quatro vezes (40 larvas/repeticdo). O controle
recebeu agua destilada invés do antibidtico. Cada béquer de cada repeticdo (100mL) foi
inserido em outro béquer maior (400mL) contendo serragem esterilizada e vedado com
escaline e elastico. As larvas foram mantidas em camara climatizada a 30°C dia e 28°C noite,
70 + 10% U.R. e 14 horas de fotoperiodo. Foram realizadas observagdes diarias. A massa
corporal das larvas maduras, apos abandono da dieta, foram registradas em lotes de cinco em
balanca analitica e armazenadas em tubos de ensaio vedados com tecido de nailon e el&stico.
Foram acompanhadas as datas de pupariacdo, emergéncia dos adultos e a razdo sexual, assim
como anormalidades morfoldgicas dos adultos. Para a andlise utilizou-se Microsoft Excel e
STAT. A variacdo entre as médias da massa corporal de larvas e as duragdes dos estagios
larval, pupal e total foram analisadas por Teste t de Student (a=5%); as viabilidades ¢ as taxas
de normalidade comparadas por ANOVA,; a razdo sexual foi testada em relacdo a freqiiéncia
esperada, pelo teste do qui-quadrado (x?). N&o houve diferenca significativa entre os quatro
tratamentos quanto a massa individual média (gramas) das larvas (Controle: 0,049; T1: 0,053;
T2: 0,054; T3: 0,053), duracdo média da inoculacdo das larvas até o abandono (4,478; 4,114;
4,225; 4,989 dias) e dos estagios larval (5,477; 5,270; 5,275; 5,845 dias), pupal (3,874;3,610;
4,057; 3,741 dias) e total (9,339; 8,785; 9,323; 9,642 dias), respectivamente para controle, T1,
T2 e T3. As proporgdes sexuais encontradas nos quatro tratamentos ndo diferiram do
esperado. As taxas de normalidade foram de 100% em todos os tratamentos. Apenas 0
tratamento 2 diferiu significativamente do controle nas viabilidades larval. O antibiético
pareceu ndo alterar o desenvolvimento de C. putoria no periodo p6s-embrionario.

INTRODUCAO

Corpos de animais em decomposi¢do atraem uma grande variedade de organismos, dos
quais os artropodes constituem fauna dominante, utilizando este micro-habitat temporério para
se alimentar, viver e procriar (Von Zuben, 2001). Por esta razdo e também por serem
geralmente os primeiros a encontrar 0 corpo em decomposicao os insetos podem ser utilizados
nas investigagdes criminais, auxiliando dentre outras formas na estimativa de intervalo pds-
morte (IPM) (Catts & Goff, 1992). Para isto é necessario conhecer o tempo de
desenvolvimento das espécies, a sucessdo de insetos que colonizam cadaveres (Carvalho et al,
2004) e a dispersdo larval pés-alimentar (Von Zuben, 2001).

A taxa de desenvolvimento dos insetos necrofagos pode ser afetada por substéncias
introduzidas no seu organismo através da sua alimentacdo (Introna et al. 2001) e isso pode
afetar estudos como o IPM (Estrada et al. 2009). Desta forma é importante analisar que tipo de
influéncia determinada substancia faz sobre cada espécie.

Antibioticos sdo substancias que tém capacidade de interagir com microrganismos que
causam infecgdes no organismo. Eles matam ou inibem o metabolismo e/ou reproducéo dos
microrganismos permitindo ao sistema imunologico combaté-los com maior eficicia. A
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gentamicina € um antibiotico aminoglicosideo bactericida que atua inibindo a sintese protéica
bacteriana. E ativa contra ampla variedade de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.
Estudos clinicos tém demonstrado a eficidcia de sulfato de gentamicina injetavel em:
bacteremia, septicemia, infec¢bes graves do sistema nervoso central, infeccBes dos rins e do
aparelho geniturinario, infecgdes respiratorias, infecgdes gastrintestinais, infeccGes da pele,
0ssos, tecidos moles (incluindo feridas infectadas), infecgdes intra-abdominais (incluindo
peritonite) e infeccdes oculares (Gentamicina 2011).

Analisar as consequéncias da ingestdo do antibidtico gentamicina no desenvolvimento
p6s embrionario de Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) é o objetivo deste estudo. C.
putoria é uma espécie de ampla distribuicdo, inclusive ambientes florestais (Ferraz et al.
2010) e importancia forense e medico-sanitaria por frequentar matéria organica em
decomposic¢do, veicular microrganismos patogénicos e causar miiases em animais e no
homem (Zumpt 1965; Guimardes et al. 1978, Baumgartner & Greenberg 1984, Ferraz et al.
2011a).

MATERIAL E METODOS

A criacdo dos dipteros utilizados e toda a parte experimental foram realizadas no
Laboratorio de Estudos de Dipteros (LED), Departamento de Microbiologia e Parasitologia da
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO).

A colénia de C. putoria foi iniciada com adultos coletados no Jardim Zoolégico do
Rio de Janeiro localizado dentro do parque da Quinta da Boa Vista, S&o Cristévao, RJ. Foram
utilizadas trés armadilhas seguindo o modelo de Mello et al. (2007), contendo sardinha como
isca e expostas por aproximadamente 5 horas, na parte da manhd. Apds a coleta dos adultos e
das larvas de dipteros muscoides, os insetos foram levados para o LED, onde foi feita a
triagem e a identificacdo taxondmica dos mesmos de acordo com Mello (2003). As moscas
foram criadas em gaiolas de plastico transparente (40x30x20cm) com abertura na parte
superior para arejamento e abertura frontal para permitir o acesso ao interior da gaiola
revestida com tecido escaline, sendo alimentadas com agua, solucdo de mel e agua (50 %) e
moela de frango ou carne bovina como fonte de proteinas, substrato de oviposicdo e
maturacdo de ovarios. A metodologia de criacdo seguiu descri¢do de Barbosa et al. (2004) e
Ferraz et al. (2011b).

As larvas de primeiro instar da 3?2 geracdo em laboratdrio foram transferidas com o uso
de pincel fino para becheres de vidro de 100mL contendo 60 gramas de dieta de homogenato
de moela em agar 65% (Ferraz et al. 2012) em cada um. A dieta foi selecionada por ser prética
para homogeneizar substancias a serem testadas e estéril (autoclavada), o que torna o
antibidtico totalmente disponivel para agir somente nas larvas inseridas. O antibidtico
utilizado foi Hytamicina ® de 40 mg (Sulfato de gentamicina). Cada repeticio recebeu 1mL do
antibidtico em trés diferentes concentracdes resultando nas seguintes concentracdes junto a
dieta: 4,44pg/mL; 13,33ug/mL e 66,66pg/mL. As concentragdes foram escolhidas a partir da
concentracdo sérica de gentamicina (2-3 doses diarias intravenosas ou intramusculares;
concentragdo méaxima 30 minutos/1 hora ap6s a administragdo: 4 a 6 mcg/ml. Evitar
concentragdes acima de 12 mcg/ml por periodos prolongados) (Gentamicina, 2011). A
primeira concentracdo escolhida (T1) seria proxima a concentracdo sérica intravenosa; a
segunda concentracdo (T2) seria proxima a concentragdo sérica intravenosa méaxima; e a
terceira concentracdo (T3) aproximadamente cinco vezes maior a concentragdo sérica
intravenosa maxima. Cada concentracdo do antibiotico testado e o controle foram replicados
quatro vezes, sendo 40 larvas para cada repeticdo. O controle recebeu agua destilada no lugar
do antibidtico.
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Cada béquer de cada repeticéo foi inserido em outro béquer maior (400 mL) contendo
serragem esterilizada para permitir a pupariacdo das larvas quando maduras apos o abandono
da dieta e vedado com escaline e elastico. As larvas foram mantidas em cadmara climatizada a
30°C dia e 28°C noite, 70 + 10% U.R. e 14 horas de fotoperiodo. Foram realizadas
observacdes diarias sempre no mesmo horério (12h).

A massa corporal das larvas, apés abandono da dieta, foram registradas em lotes de
cinco em balanca analitica e armazenadas em tubos de ensaio vedados com tecido de nailon e
elastico para observacdo da emergéncia. Foram acompanhadas as datas de pupariacéo,
emergéncia e a razdo sexual, assim como anormalidades morfologicas dos adultos.

Para a analise bruta dos dados utilizou-se o programa Microsoft Excel e para as demais
analises o programa PAST. A variacdo entre as médias da massa corporal de larvas e as
duracdes dos estagios larvais, pupais e totais (neolarvas a adultos) foram analisadas por meio
do Teste t de Student (0=5%). As viabilidades e as taxas de normalidade foram comparadas
por ANOVA. A razdo sexual foi testada em relacdo a freqiiéncia esperada, pelo teste do qui-
quadrado (3?).

RESULTADOS

Quanto a massa corporal individual média das larvas, ndo houve diferenca significativa
entre os quatro tratamentos (Tabela 1). Quanto a duracdo média da inoculacéo das larvas até o
abandono e dos estagios larval, pupal e total (dias), ndo houve diferenca significativa entre os
quatro tratamentos (Tabela 2).

O ritmo de abandono das larvas da dieta, de pupariacdo e de emergéncia (%) de C.
putoria, nos quatro tratamentos diferentes (Controle = homogenato de moela em agar; T1=
homogenato de moela em agar + gentamicina 3,33 pg/mL; T2= homogenato de moela em agar
+ gentamicina 13,33 pg/mL, T3=homogenato de moela em agar + gentamicina 66,66 pg/mL)
esta representada na Figura 1. O pico de abandono de larvas maduras da dieta no controle foi
no 5° e 6° dias, enquanto nos tratamentos com antibiotico foi predominantemente no 5° dia,
sendo que o T3 foi o0 Unico tratamento que o abandono larval se estendeu até o 7° dia. O pico
de pupariacdo do controle foi no 6° e 7° dias, enquanto que nos demais no 6° dia, se
estendendo até o 8° dia no T3. Ja o pico de emergéncia em todos os tratamentos ocorreu no
10° dia, sendo que apenas nos tratamentos T1 e T3 a emergéncia se estendeu até o 12°dia.

A taxa de emergéncia de machos e fémeas de Chrysomya putoria foi semelhante no
controle e T3 (Figura 2). No T1, machos emergiram primeiro (a partir do 9° dia) e a
emergéncia se estendeu até o 12° dia; ja as fémeas emergiram no 10° e 11° dias. No T2,
enguanto as fémeas emergiram todas no 10° dia, os machos estenderam a emergéncia do 10°
ao 11° dia. As proporcdes sexuais encontradas foram: controle (machos=47%, fémeas=53%),
T1 (machos=48%, fémeas=52%), T2 (machos=50%, fémeas=50%) e T3 (machos=51%,
fémeas=49%). Os testes qui-quadrado revelaram que as razdes sexuais encontradas nos quatro
tratamentos ndo diferiram do esperado (Controle: X2=0,398; T1: X2:0,221; T2: X2:O,006; T3:
¥’=0,081; y* tabelado=3,84, gl=1, a=5%,).

O controle e os demais tratamentos apresentaram 100% de adultos normais. Quanto as
viabilidades larval, pupal e total, apenas o tratamento 2 diferiu significativamente do controle
na viabilidade larval (Tabela 3).

DISCUSSAO

Estudos recentes tém detectado toxinas e substancias controladas tanto no inseto como
nos restos quitinizados recolhidos de vitimas em estagio avangado de decomposi¢do (Goff &
Lord 2001). Estas substancias podem gerar conseqiéncias ao desenvolvimento destes insetos,
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em alguns estudos as drogas atuaram diminuindo o ganho de massa larval pela reducéo da
atividade larval, limitando seu crescimento (Soto 2008), 0 que ndo ocorreu no presente estudo.
Todos os tratamentos apresentaram valores de massa larval individual médio muito
semelhantes, inclusive com o encontrado por Ferraz et al. (2012) que utilizou carne, moela e a
dieta homogenato de moela em agar para criacdo de C. putoria. Como precaucdo utilizou-se
nas quatro repeticdes a quantidade de dieta que proporcionasse mais de 1g de dieta por larva,
pois esta foi verificada por Aguiar-Coelho & Milward-de-Azevedo (1996) como a densidade
ideal relativa ao emprego de carne em diferentes califorideos. Desta forma ndo ocorreu
estresse por competicdo explorativa por recursos ou por alteragfes quimicas no substrato
alimentar decorrentes do metabolismo larval (Khazaeli et al. 1993, Bubli et al. 1998).

Nos tratamentos com antibiotico houve discreto aumento na duragdo total conforme
aumento da concentracdo do antibidtico (T1>T2>T3). Da mesma forma, houve discreto
aumento na duracdo até abandono e do estdgio larval. Porém esta diferenca ndo foi
considerada significativa estatisticamente. A duracéo do estagio larval de todos os tratamentos
do presente estudo foi maior comparado ao encontrado por Ferraz et al. (2011b) que utilizou
carne e racdo pastosa para cdes para criacdo de C. putoria. Isto € muito compreensivel ja que
carne ¢ a dieta natural desta espécie (Leal et al. 1982), entdo provavelmente nela se encontram
todos os nutrientes necessarios. Porem os estagios pupal e total foram menores. Em estudo
com Cochliomyia macellaria (F.) (Diptera: Calliphoridae), foi realizada comparacdo do seu
desenvolvimento em meio estéril ou com bactérias e foi observado que estas sobrevivem no
meio estéril com uma taxa de desenvolvimento mais curta e maior sobrevivéncia do que no
meio com bactérias (Ahmad et al. 2006). No presente estudo, ndo houve diferenca
significativa no ritmo de abandono de larvas da dieta, pupariacdo e emergéncia entre
tratamentos com antibiotico e o controle.

O antibidtico gentamicina ndo alterou a duracdo dos estagios pos-embrionarios, mas
em estudo sobre efeito da cocaina onde C. putoria recebeu figado contendo a substancia para
alimentacdo, as larvas se desenvolveram significativamente mais rapido em relacdo ao
controle e iniciaram e terminaram o processo de pupariacdo antes que as do controle, assim
como a emergéncia (Carvalho 2004). Diazepam e anfepromona também aceleraram o
desenvolvimento larval de C. putoria (Carvalho et al. 2001, Carvalho 2004). Em contradicéo,
0 analgésico escopolamina retardou o desenvolvimento de grupos com maior concentracdo
(Grella et al. 2007)

No presente estudo, o0 gentamicina apenas alterou a viabilidade larval do tratamento 2
de forma significativa estatisticamente. As viabilidades do T2 foram maiores, porém as dos
outros tratamentos também foram elevadas. Em dipteros, viabilidades acima de 60% s&o
consideradas promissoras (Loureiro et al. 2005). Em estudo com dieta artificial acrescida de
escopolamina houve aumento da mortalidade de C. putoria conforme maior concentracdo da
droga (Grella et al. 2007), diferente do ocorrido em nosso estudo. Ha ainda a possibilidade das
larvas ndo terem metabolizado a droga assim como relatado por Grella & Thyssen (2008) em
estudo com imaturos de C. albiceps, C. megacephala e C. putoria, criados em dieta artificial
acrescida de cloridrato de oxycodone, onde ndo observaram diferencas significativas no
desenvolvimento entre 0s grupos controle e 0s grupos experimentais. As larvas sdo capazes de
eliminar eficientemente varias substancias toxicas durante seu desenvolvimento e com isso
nédo afetar seu desenvolvimento pela presenca de drogas na sua fonte alimentar (Nuorteva &
Nuorteva 1982; Wilson et al. 1993). Esse efeito paradoxal de em menores concentragdes de
drogas ocorrer maior sobrevivéncia que o controle ja ocorreu em outros estudos (Goff et al.
1989; Soto 2008).
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Quanto a viabilidade pupal, todos os tratamentos do presente estudo obtiveram valores
acima de 75%, considerados adequados, e ainda acima do obtido nos estudos de Soto (2008)
com dieta artificial acrescida de coracdo de frango tanto no controle quanto nos tratamentos
com barbitdricos em C. putoria. Na viabilidade total, os tratamentos do presente estudo
obtiveram valores acima de 69%, e da mesma forma, acima do controle e demais tratamentos
de Soto (2008). As taxas de emergéncia encontradas por Ribeiro (1990) em vérias densidades
larvais diferentes de C. putoria variaram de 60 a 98%, tambem condizentes com o encontrado
neste estudo.

As taxas sexuais encontradas indicaram estabilidade na populacdo conforme analise do
qui-quadrado, pois somente quando a razdo sexual for 1:1 havera estabilidade na populagédo
(Fisher 1930) e ainda ocorreu 100% de dipteros normais no controle e demais tratamentos
indicando que ndo foram constituidos distdrbios suficientemente intensos, que ndo pudessem
ser tamponados ou neutralizados com ajustes metabdlicos capazes de garantir a estabilidade
homeostatica nos padrdes de desenvolvimento (Lomonaco & Germanos 2001).

O uso excessivo de medicamentos pode ser mais prejudicial do que benéfico e as
estatisticas americanas demonstram que ndo sdo poucos 0s casos de intoxicacdo por excesso
ou incompatibilidade medicamentosa, levando a morte, principalmente na idade avancada.
Portanto, estudos como este auxiliardo no uso de C. putoria em entomologia forense,
principalmente se o antibidtico foi utilizado anteriormente, ou ainda se foi utilizado em
eXCesso e causou a morte.
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Tabela 1: Massa corporal de larvas (g)* de Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) (Diptera,
Calliphoridae) oriundas de quatro tratamentos** com diferentes concentracdes de gentamicina
criadas em camara climatizada (30°C dia e 28°C noite, 70 + 10% U.R. e 14 horas de
fotoperiodo).

Tratamento Massa individual média  Intervalo  p=valor de significancia (teste t)
(g9) = Desvio padrao de variacdo Controle T1 T2 T3

Controle 0,049a+0,007 0,035-0,059 - 0,569 0,239 0,483
Tl 0,053a+0,012 0,021-0,068 0,569 - 0,909 0,974
T2 0,054a+0,003 0,041-0,062 0,239 0,909 - 0,826
T3 0,053a+0,008 0,037-0,064 0,483 0,974 0,826 -

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste t (a=5%).

** Controle = homogenato de moela em agar; T1= homogenato de moela em agar +
gentamicina 3,33 pg/mL; T2= homogenato de moela em agar + gentamicina 13,33 pg/mL,
T3=homogenato de moela em agar + gentamicina 66,66 pug/mL
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Tabela 2: Duracdo média dos estagios de desenvolvimento pos-embrionario* (dias) de larvas
de Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) oriundas de quatro tratamentos** com diferentes
concentracdes de gentamicina criadas em camara climatizada (30°C dia e 28°C noite, 70 +
10% U.R. e 14 horas de fotoperiodo)

Dias Interyalo Desvio  p= valor de significancia (teste t)
de variacdo  Padréo Controle T1 T2 T3
o 2 Controle 4,478a 4-5 0,517 - 0,214 0,488 0,418
’§« @S T1 4,114a 4 -5 0,089 0,214 - 0,645 0,150
S c© g T2 4,225a 4-5 0,450 0,488 0645 - 0,231
o 3 T3 4,989 4-6 1,056 0,418 0,150 0,231 -
5 Controle 5,477a 5-6 0,516 - 0,528 0,573 0,494
k= S T1 5,270a 5-6 0,340 0,528 - 0,986 0,264
E & T2 5,275a 5-6 0,441 0,573 0986 - 0,287
T3 5,845a 5-7 0,871 0,494 0,264 0,287 -
o _ Controle 3,874a 3-5 0,214 - 0,406 0,181 0,652
58 T1 3,610a 3-6 0,551 0,406 - 0,163 0,741
E a3 T2 4,057a 4-5 0,114 0,181 0,163 - 0,278
T3 3,741a 2-5 0,518 0,652 0,741 0,278 -
o Controle  9,339a 9-10 0,322 - 0,124 0,954 0,532
1§« s T1 8,785a 8-11 0,530 0,124 - 0,168 0,139
5 S T2 9,323a 9-10 0,435 0,954 0,168 - 0,531
= T3 9,642a 9-11 0,854 0,532 0,139 0,531 -

* Medias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem significativamente pelo
teste t (a=5%).

** Controle = homogenato de moela em agar; T1= homogenato de moela em agar +
gentamicina 3,33 pg/mL; T2= homogenato de moela em agar + gentamicina 13,33 pg/mL,
T3=homogenato de moela em agar + gentamicina 66,66 pug/mL
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Tabela 3: Comparacdo por ANOVA das viabilidades dos estagios larval, pupal e total (de
neolarvas a adulto) de Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) criada em quatro tratamentos:
controle = homogenato de moela em agar; T1= homogenato de moela em agar + gentamicina
3,33 upg/mL; T2= homogenato de moela em agar + gentamicina 13,33 pg/mL, T3=

homogenato de moela em agar + gentamicina 66,66 pg/mL

Viabilidade%,

p= valor de significancia (ANOVA)

Controle T1 T2 T3

Controle 81,88a - 0,196 0,006 0,874

c_g T1 90,63ab 0,196 - 0,326 0,419

E T2 96,88b 0,006 0,326 - 0,185
T3 80,00ab 0,874 0,419 0,185 -

Controle 93,60a - 0,263 0,739 0,228

f_g_ T1 75,40a 0,263 - 0,287 0,468

I T2 92,26a 0,739 0,287 - 0,234
T3 86,85a 0,228 0,468 0,234 -

Controle 76,88a - 0,717 0,073 0,517

s T1 70,63a 0,717 - 0,284 0,948

2 T2 89,38a 0,073 0,284 - 0,093
T3 69,38a 0,517 0,948 0,093 -
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Figura 1 — Ritmo de abandono das larvas da dieta, de pupariacdo e de emergéncia (%) de
Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) em quatro tratamentos: controle = homogenato de
moela em agar; T1= homogenato de moela em agar + gentamicina 3,33 pg/mL; T2=
homogenato de moela em agar + gentamicina 13,33 pg/mL, T3= homogenato de moela em
agar + gentamicina 66,66 pg/mL
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Figura 2 — Taxa de emergéncia, em dias, de machos e fémeas de Chrysomya putoria
(Wiedemann 1830) criados em quatro tratamentos: controle = homogenato de moela em agar;
T1=homogenato de moela em agar + gentamicina 3,33 pug/mL; T2= homogenato de moela em
agar + gentamicina 13,33 pg/mL, T3= homogenato de moela em agar + gentamicina 66,66

pg/mL
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CAPITULO V — DESENVOLVIMENTO POS-EMBRIONARIO DE
Chrysomya putoria (WIEDEMANN 1830) (DIPTERA: CALLIPHORIDAE)
COM FONTE ALIMENTAR CONTENDO AMPICILINA EM
DIFERENTES CONCENTRACOES
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Desenvolvimento po6s-embrionario de Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) (Diptera:
Calliphoridae) em fonte alimentar contendo ampicilina em diferentes concentracoes

RESUMO

Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) é uma espécie de importancia forense, com potencial
para a pratica da terapia larval e também descrita causando miiases. Avaliar a acdo de
diferentes concentracdes do antibidtico ampicilina sobre o crescimento e desenvolvimento
desta espécie foi o objetivo deste estudo. Larvas de primeiro instar da 3% geracdo em 60
gramas de dieta de homogenato de moela em agar 65% receberam ampicilina sddica. Cada
concentracdo do antibiotico testado (66pg/mL; 81,33ug/mL e 166,66ug/mL) e o controle
foram replicados quatro vezes (40 larvas/repeticdo). O controle recebeu agua destilada invés
do antibiotico. Cada bequer de cada repeticdo (100mL) foi inserido em outro béquer maior
(400mL) contendo serragem esterilizada e vedado com tecido de nailon e elastico. O
experimento foi conduzido em camara climatizada a 30°C dia e 28°C noite, 70 + 10% U.R. e
14 horas de fotoperiodo. Foram realizadas observagtes diarias. A massa corporal das larvas,
apos abandono da dieta, foi registrada em lotes de cinco em balanca analitica e armazenadas
em tubos de ensaio vedados com tecido de nailon e elastico. Foram acompanhadas as datas de
pupariacdo, emergéncia dos adultos e a razdo sexual, assim como anormalidades morfologicas
dos adultos. Para a analise utilizou-se Microsoft Excel e Past. A variacdo entre as médias da
massa de larvas e as duragdes dos estagios larval, pupal e total foram analisadas por Teste t de
Student (a=5%); as viabilidades e as taxas de normalidade comparadas por ANOVA; a razdo
sexual foi testada em relacdo & frequiéncia esperada, pelo teste do qui-quadrado (x%). N&o
houve diferenca significativa entre os quatro tratamentos quanto a massa individual médio das
larvas (Controle: 0,039; T1: 0,038; T2: 0,049; T3: 0,0469), duracdo média da inoculacdo das
larvas até o abandono (3,617; 3,510; 3,159; 4,498 dias) e dos estagios larval (4,617; 4,016;
4,174; 4,469 dias), pupal (3,660; 3,664; 3,807; 3,623 dias) e total (8,279; 8,183; 7,888; 8,218
dias), respectivamente para controle, T1, T2 e T3. As propor¢des sexuais encontradas nos
quatro tratamentos ndo diferiram do esperado. As taxas de normalidade foram de 100% em
todos os tratamentos. Ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos quanto as
viabilidades larval e total, porém a viabilidade pupal do T1 diferiu significativamente do
controle e do T2, e a do T3 diferiu do controle. O antibidtico pareceu nao alterar
significativamente o desenvolvimento de C. putoria no periodo p6s-embrionario.

INTRODUCAO

Antibiotico é considerado como a panacéia universal (Wannmacher 2004). Os
antibidticos correspondem a 12% de todas as prescricdes ambulatoriais (Mccaig & Hughes
1995), mas 2/3 dos antibiéticos usados sdo sem prescricdo médica (Wannmacher 2004). Ha
algum tempo vem sendo o grupo farmacologico mais utilizado em automedicacdes (Stolley
1972; Haak 1989; Mestanza & Pamo 1992).

As penicilinas sdo um grupo de antibiéticos de primeira escolha em muitas das
patologias (Palma 2002). A ampicilina é indicada no tratamento de diversas infeccGes (trato
urinério, respiratorio, digestivo e biliar, infec¢des localizadas ou sistémicas e infecgdes bucais,
extracdes dentarias infectadas e outras intervencdes cirdrgicas) causadas por microorganismos
gram-positivos e gram-negativos sensiveis a este medicamento (Ampicilina 2011)

Muitas substancias podem gerar efeitos no desenvolvimento de artropodes de
importancia forense por estes serem afetados pela agdo das drogas ou de seus metabdlitos
guando presentes no corpo (Introna et al. 2001). Insetos que se alimentam de tecidos vivos ou
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necrosados presentes em miiases ou ainda quando aplicados em terapia larval também
poderiam absorver estas substancias e por elas terem seu desenvolvimento afetado. Insetos
podem, inclusive, ser utilizados como metodo alternativo para deteccdo de substancias
toxicas, pois nem sempre metabolizam as drogas ingeridas do cadaver e as acusam muito
tempo depois apds a morte (Goff et al. 1989; Hédouin et al 1999; Introna et al. 2001).

As espécies de Calliphoridae, dentre elas Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830)
durante a fase larval podem se alimentar de tecidos humanos, ja que estas se apresentam
provocando miiases e ainda decompondo cadaveres (Zumpt 1965; Guimardes et al. 1978,
Baumgartner & Greenberg 1984). Considerando esse uso exacerbado de antibidticos e o
desconhecimento de como as larvas bioacumulam ou eliminam as drogas e como isso afeta o
desenvolvimento larval (Soto 2008), € importante investigar o efeito de antibidticos como a
ampicilina no desenvolvimento desta espécie quando acrescido em dieta artificial oferecida
como fonte exclusiva de alimentacdo durante seu periodo pds-embrionario, e este € o objetivo
do presente estudo.

MATERIAL E METODOS

A criacdo dos dipteros utilizados e toda a parte experimental foram realizadas no
Laboratorio de Estudos de Dipteros (LED), Departamento de Microbiologia e Parasitologia da
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO).

A colénia de C. putoria foi iniciada com adultos coletados no Jardim Zooldgico do
Rio de Janeiro localizado dentro do parque da Quinta da Boa Vista, Sdo Cristovdo, RJ. Foram
utilizadas trés armadilhas seguindo o modelo de Mello et al. (2007), contendo sardinha como
isca e expostas por aproximadamente 5 horas, na parte da manha. Apos a coleta dos adultos e
das larvas de dipteros muscdides, os insetos foram levados para o LED, onde foi feita a
triagem e a identificacdo taxonémica dos mesmos de acordo com Mello (2003). As moscas
foram criadas em gaiolas de plastico transparente (40x30x20cm) com abertura na parte
superior para arejamento e abertura frontal para permitir o acesso ao interior da gaiola
revestida com tecido de nailon, sendo alimentadas com agua, solucdo de mel e adgua (50 %) e
moela de frango ou carne bovina como fonte de proteinas, substrato de oviposicdo e
maturacdo de ovarios. A metodologia de criacdo seguiu descricdo de Barbosa et al. (2004) e
Ferraz et al. (2011).

As larvas de primeiro instar da 3? geracdo em laboratério foram transferidas com o uso
de pincel fino para becheres de vidro de 100mL contendo 60 gramas de dieta de homogenato
de moela em agar 65% (Ferraz et al. 2012) em cada um. A dieta foi selecionada por ser pratica
para homogeneizar substancias a serem testadas e estéril (autoclavada), o que torna o
antibidtico totalmente disponivel para agir somente nas larvas inseridas. O antibidtico
utilizado foi Ampicilina sédica de 1g, medicamento genérico (laboratério Teuto). Cada
repeticdo recebeu 1mL do antibiético em trés diferentes concentragbes resultando nas
seguintes concentracdes junto a dieta: 41,66ug/mL; 81,33ug/mL e 166,66pg/mL. As
concentragdes foram escolhidas a partir da concentragdo serica de ampicilina (apds a dose
intravenosa de 1g, atinge-se a concentracdo maxima de aproximadamente 40ug/mL)
(Ampicilina, 2011). A primeira concentracdo escolhida (T1) seria proxima a concentracao
sérica intravenosa; a segunda concentragdo (T2) seria aproximadamente o dobro; e a terceira
concentragdo (T3) aproximadamente quatro vezes maior que a concentracdo sérica
intravenosa. Cada concentragdo do antibidtico testado e o controle foram replicados quatro
vezes, sendo 40 larvas para cada repeticdo. O controle recebeu agua destilada no lugar do
antibiotico.
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Cada béquer de cada repeticéo foi inserido em outro béquer maior (400mL) contendo
serragem esterilizada para permitir a pupariacdo das larvas quando maduras apés o abandono
da dieta e vedado com tecido de nailon e elastico. O experimento foi conduzido em camara
climatizada a 30°C dia e 28°C noite, 70 + 10% U.R. e 14 horas de fotoperiodo. Foram
realizadas observacOes didrias sempre no mesmo horario (12h).

Foi registrada a massa corporal das larvas, apos abandono da dieta em lotes de cinco
em balanca analitica e armazenadas em tubos de ensaio vedados com tecido de nailon e
elastico para observacdo da emergéncia dos adultos. Foram acompanhadas as datas de
pupariacdo, emergéncia e a razdo sexual, assim como anormalidades morfoldgicas dos
adultos.

Para a analise bruta dos dados utilizou-se o programa Microsoft Excel e para as demais
analises o programa PAST. A variacdo entre as médias de massa de larvas e as duracfes dos
estagios larvais, pupais e totais (neolarvas a adultos) foram analisadas por meio do Teste t de
Student (0=5%). As viabilidades e as taxas de normalidade foram comparadas por ANOVA.
A razéo sexual foi testada em relaco a freqiiéncia esperada, pelo teste do qui-quadrado (x?).

RESULTADOS

Quanto a massa individual média das larvas, ndo houve diferenca significativa entre o0s
quatro tratamentos (Tabela 1). Quanto a duracdo média da inoculacdo das larvas até o
abandono e dos estagios larval, pupal e total (dias), ndo houve diferenca significativa entre os
quatro tratamentos (Tabela 2).

O ritmo de abandono das larvas da dieta, de pupariacdo e de emergéncia (%) de C.
putoria, nos quatro tratamentos esta representado na Figura 1. O pico de abandono da dieta no
controle foi no 5° e 6° dias, enquanto nos tratamentos com antibiético foi predominantemente
no 5° dia, alcancando até o 7° dia apenas no T3. O pico de pupariacdo do controle foi no 6° e
7° dias, enquanto que nos demais tratamentos no 6° dia, se estendendo até o 8° apenas no T3.
Ja o pico de emergéncia em todos os tratamentos ocorreu no 10° dia, se estendendo até o
11°diano controle e T2, e até 0 13° diano Tl e T3.

Todos os tratamentos apresentaram 100% de adultos normais. A taxa de emergéncia de
machos e fémeas de C. putoria foi semelhante (Figura 2), ocorrendo o pico de emergéncia de
ambos no 8° dia. Apenas nos tratamentos T2 e T3 houve extensdo da emergéncia de fémeas
até o 10° dia. As proporcGes sexuais encontradas foram: controle (machos=48%,
fémeas=52%), T1 (machos=48%, fémeas=52%), T2 (machos=54%, fémeas=46%) e T3
(machos=49%, fémeas=51%). Os testes qui-quadrado revelaram que as razBGes sexuais
encontradas nos quatro tratamentos ndo diferiram do esperado (Controle: ¥*=0,001; T1:
¥*=0,001; T2: ¥*=0,007; T3: x*=0,001; % tabelado=3,84, gl=1, a=5%,).

Quanto as viabilidades larval e total ndo houve diferenca significativa entre o0s
tratamentos (Tabela 3). Ja a viabilidade pupal do T1 (menor do que a dos demais tratamentos)
diferiu significativamente do controle e do T2, e a viabilidade pupal do T3 diferiu do controle.

DISCUSSAO

Os antibidticos sdo comumente utilizados para melhorar uma infecgdo estabelecida e
possuem a finalidade de eliminar ou impedir o crescimento bacteriano (Nicolini et al. 2008).
Portanto, o perfil de pacientes com miiases, que frequentemente apresentam feridas
infectadas, ou ainda de pacientes que fardo uso da terapia larval normalmente se faz
recomendado o uso deste tipo de farmaco. Considerando também que o numero de usuérios de
drogas ilicitas, farmacos e outras substancias toxicas tém aumentado gradualmente com o
passar dos anos, sdo importantes estudos entomotoxicolégicos para entender possiveis
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interacdes substancia-inseto (Introna et al. 2001; Unodc 2007). Quando insetos necrofagos
ingerem drogas através da alimentacdo de cadaveres de individuos que tenham feito uso destas
drogas podem ter sua taxa de desenvolvimento e metabolismo alterados (Introna et al. 2001).
No presente estudo, alguns poucos parametros foram alterados pela presenca da ampicilina,
como sera mostrado a seguir.

Fazer uso de dietas artificiais, como a do presente estudo, para inser¢ao de substancias
de forma homogénea, neste caso o antibiotico ampicilina, dispensa uso de cobaias que tem
manipulacdo custosa e custo elevado (Soto 2008). Da mesma forma, a dieta artificial ainda é
interessante por conhecermos sua composicao e evitar possiveis interacdes indesejadas com a
substancia a ser testada.

Estudos anteriores com califorideos comprovaram que a reducao no tamanho e peso do
adulto é uma consequéncia da limitacdo de alimento e espaco, refletindo a quantidade e
qualidade do alimento consumido durante o estagio larval (Kamal 1958; Sullivan & Sokal
1963; Williams & Richardson 1983; Slansky & Rodriguez 1987; Goodbrod & Goff 1990;
Reis et al. 1994). Considerando que a massa individual média das larvas ndo apresentou
diferenca significativa entre os quatro tratamentos, ndo houve portanto diminuicdo da ingestédo
alimentar e/ou absorcdo, ainda que na presenca de antibidticos. A dieta utilizada é rica em
proteinas e adequada aos califorideos que se utilizam desse tipo de substrato (Yaghoobi et al.
2005) onde as larvas procuram ingerir o maximo possivel antes da exaustdo dos recursos
(Ullyett 1950). As larvas entdo se dispersam em busca de novas fontes alimentares ou de um
local para pupariacdo (Greenberg 1990), o que também ocorreu no presente estudo, migrando
para 0 becher maior com serragem.

A quantidade de dieta de homogenato de moela em agar utilizada em cada repeticéo
também garantiu a densidade ideal relativa de mais de 1g de dieta por larva preconizada por
Aguiar-Coelho & Milward-de-Azevedo (1996) em diferentes califorideos usando carne como
dieta a fim de evitar estresse por competicdo explorativa por recursos ou por alteracdes
guimicas no substrato alimentar decorrentes do metabolismo larval (Khazaeli et al. 1993,
Bubli et al. 1998). A quantidade de alimento também poderia alterar o fendtipo (Ribeiro et al.
1993; Reis et al. 1994; Roper et al. 1996; Ribeiro 1998), mas mesmo em tratamentos com a
presenca do antibiotico ampicilina ndo houve variacdes fenotipicas, pois obtivemos 100% de
adultos normais.

Oliveira et al. (2007), em estudo com C. putoria criada em carne bovina em camara
climatizada a 27 °C * 1, 60 + 10% U.R. e 14 horas de fotofase, obteve o tempo de
desenvolvimento larval de 92 horas (o0 que daria aproximadamente 3,83 dias), tempo inferior
aos quatro tratamentos do presente estudo; ja Ferraz et al. (2011), com carne bovina e dieta
pastosa para cdes em temperatura ambiente (média da T. max. 25,0°C, média da T. min.
21,5°C, UR 60 a 90%) encontrou valores maiores. O aumento do estdgio larval ocorre como
uma estratégia para compensar a queda na qualidade nutricional do alimento consumido
(Ullyett 1950; Kamal 1958). Porém, tanto no primeiro quanto no segundo estudos, as
diferencas ndo superaram um dia em relacdo ao presente estudo. N&o ocorreram também
diferencas significativas entre a duracéo dos estagios larval, pupal e total entre o controle e os
tratamentos com antibidtico ampicilina, entdo é possivel que o antibidtico ndo tenha afetado a
conversdo do alimento.

O tratamento T3, com maior concentracdo de antibidtico teve prolongamento de um
dia a mais que os demais tratamentos no abandono, pupariacao e emergéncia. E possivel que o
antibidtico tenha alterado alguma caracteristica organoléptica da dieta, ja foi demonstrado que
o comportamento da larva de C. albiceps (Diptera: Caliphoridae) é alterado pela
palatabilidade e acdo de ferormdnios (Faria et al 2004). Apesar disso a populagdo de dipteros
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emergidos em todos os tratamentos pode ser considerada estavel, pois nenhuma divergiu da
razdo sexual esperada 1:1 (Fisher 1930) e a taxa de emergéncia de machos e fémeas também
foi semelhante (apenas em T2 e T3 houve extensdo da emergéncia de fémeas até um dia a
mais). Também houve viabilidade acima de 60% em todos os tratamentos, exceto viabilidade
total em T3. Este valor é considerado promissor em dipteros (Loureiro et al. 2005).

Ha autores que acreditam que haja correspondéncia entre a concentracdo de drogas
presentes nos tecidos dos quais as larvas se alimentam e nos tecidos dos insetos (Goff et al.
1989; Introna et al. 1990; Kintz et al. 1990), enquanto outros indicam ndo haver a existéncia
de tal relagdo pois o processo de acumulacéo e eliminacdo de substancias pelas larvas pode
variar conforme a droga e a espécie analisada (Nolte 1992; Sadler 1997). Talvez dessa forma
fosse possivel compreender resultados contraditérios como a diferenca significativa nas
viabilidades de T1 em relacdo ao controle e T2, e a viabilidade pupal do T3 diferir do controle
se conhecéssemos a fundo as formas de absorcdo, bioacumulacdo ou excrecdo das
substancias/drogas em larvas de dipteros.

Poucas alteracdes foram percebidas devido a insercdo do antibiotico ampicilina,
portanto sua presenca na fonte alimentar nas concentracdes deste estudo ndo interferem de
forma significativa seu desenvolvimento.
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Tabela 1: Massa corporal de larvas (g)* de Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) (Diptera,
Calliphoridae) oriundas de quatro tratamentos** com diferentes concentracdes de ampicilina
criadas em camara climatizada (30°C dia e 28°C noite, 70 + 10% U.R. e 14 horas de
fotoperiodo).

Massa individual p= valor de significancia (teste t)
-~ . Intervalo de
Tratamento  média (g) + Desvio variacio

padrio ¢ Controle T1 T2 T3
Controle 0,039a+0,015 0,014-0,059 - 0,704 0,259 0,389
T1 0,038a+0,012 0,012-0,058 0,704 - 0,187 0,299
T2 0,049a+0,008 0,016-0,062 0,259 0,187 - 0,542

T3 0,046a+0,005 0,031-0,056 0,389 0,299 0,542 -

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste t (a=5%).

** Controle = homogenato de moela em agar; T1= homogenato de moela em agar +
ampicilina 41,66pg/mL; T2= homogenato de moela em agar + ampicilina 81,33ug/mL, T3=
homogenato de moela em agar + ampicilina 166,66ug/mL
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Tabela 2: Duracdo média dos estagios de desenvolvimento pos-embrionario* (dias) de larvas
de Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) oriundas de quatro tratamentos** com diferentes
concentracdes de ampicilina criadas em camara climatizada (30°C dia e 28°C noite, 70 + 10%
U.R. e 14 horas de fotoperiodo)

Intervalode Desvio p=valor de significancia (teste t)

Dias variacao Padrdo  Controle T1 T2 T3
o O Controle  3,617a 3-4 0,466 - 0,741 0,116 0,773
’§« @ 3 T1 3,510a 3-4 0,412 0,741 - 0,168 0,976
S © 5 T2 3,159 3-4 0,177 0,116 0,168 - 0,362
0 8 T3 4,498a 3-6 2,477 0,773 0,976 0,362 -
Controle  4,617a 4-5 0,466 - 0,214 0,125 0,736
2 E T1 4,016a 4-5 0,729 0,214 - 0,688 0,404
§ & T2 4,174a 4-5 0,174 0,125 0688 - 0444
T3 4,469a 4-7 0,700 0,736 0,404 0,444 -
o _ Controle  3,660a 3-5 0,271 - 0,990 0,399 0,887
>3 T1 3,664a 3-5 0,490 0,990 - 05599 0,904
E a3 T2 3,807a 3-5 0,170 0,399 0599 - 0447
T3 3,623a 3-5 0,420 0,887 0,904 0,447 -
o Controle  8,279a 8-9 0,244 - 0,581 0,107 0,708
1§“ s T1 8,183a 8-9 0,223 0,581 - 0,191 0,821
5 S T2 7,888a 8-10 0,333 0,107 0,191 - 0,138
= T3 8,218a 8-9 0,195 0,708 0,821 0,138 -

* Medias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem significativamente pelo
teste t (a=5%).

** Controle = homogenato de moela em agar; T1= homogenato de moela em agar +
ampicilina 41,66pg/mL; T2= homogenato de moela em agar + ampicilina 81,33pg/mL, T3=
homogenato de moela em agar + ampicilina 166,66pg/mL
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Tabela 3: Comparacdo por ANOVA das viabilidades dos estagios larval, pupal e total (de
neolarvas a adulto) de Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) criada em quatro tratamentos:
Controle = homogenato de moela em agar; T1= homogenato de moela em agar + ampicilina
41,66pg/mL; T2=homogenato de moela em agar + ampicilina 81,33ug/mL, T3= homogenato
de moela em agar + ampicilina 166,66ug/mL

Viabilidade  p= valor de significancia (ANOVA)
(%) Controle T1 T2 T3

Controle 82,50a - 0,176 0,444 0,492

Tg T1 96,88a 0,176 - 0,162 0,113

E T2 90,63a 0,444 0,162 - 0,214
T3 70,00a 0,492 0,113 0,214 -

Controle 96,37a - 0,024 0,929 0,008

‘_g_ T1 78,46ab 0,024 - 0,048 0,371

I T2 95,95ab 0,929 0,048 - 0,056
T3 84,42b 0,008 0,371 0,056 -

Controle 80,00a - 0,764 0,560 0,223

s T1 76,25a 0,764 - 0,237 0,246

P T2 86,88a 0,560 0,237 - 0,072
T3 58,75a 0,223 0,246 0,072 -
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Figura 1 — Ritmo de abandono das larvas da dieta, de pupariacdo e de emergéncia (%) de
Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) em quatro tratamentos: Controle = homogenato de
moela em agar; T1= homogenato de moela em agar + ampicilina 41,66ug/mL; T2=
homogenato de moela em agar + ampicilina 81,33ug/mL, T3= homogenato de moela em agar
+ ampicilina 166,66pg/mL
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Figura 2 — Taxa de emergéncia, em dias, de machos e fémeas de Chrysomya putoria
(Wiedemann 1830) criados em quatro tratamentos: Controle = homogenato de moela em agar;
T1=homogenato de moela em agar + ampicilina 41,66ug/mL; T2= homogenato de moela em
agar + ampicilina  81,33ug/mL, T3= homogenato de moela em agar + ampicilina
166,66ug/mL
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2 CONCLUSAO GERAL

e Moela de frango se mostrou satisfatoria como dieta alternativa para criacdo de C.
albiceps por apresentar massa corporal média larval, ritmo de abandono de larvas
maduras, duracdo dos estagios larval, pupal e total, viabilidades larval e total
semelhantes em carne bovina (controle) e moela de frango e ainda por ndo ter havido
desvio da razdo sexual e 100% de normalidade dos adultos emergidos (temperatura
média: 25,6 ° C, umidade relativa do ar média: 72,4%). Moela de frango também se
mostrou satisfatoria como dieta alternativa para criacdo de C. putoria por apresentar
massa média larval, duracdo do estagio larval, pupal e total, taxa de emergéncia de
machos e fémeas, viabilidades larval, pupal e total semelhantes em carne e moela e
ainda por ndo ter havido desvio da razdo sexual (temperatura ambiente média: 20,6 °©
C, umidade relativa do ar média: 67,7%).

e Homogenato de moela de frango em agar 65% se mostrou satisfatorio como dieta
alternativa para criacdo de C. putoria por apresentar massa média larval, duracdo do
estagio larval e total, taxa de emergéncia de machos e fémeas, semelhantes em carne e
moela e ainda por ndo ter havido desvio da razdo sexual (criados em cémara
climatizada a 30°C dia e 28°C noite, 70 + 10% U.R. e 14 horas de fotoperiodo)

e Ciprofloxacino pareceu ndo afetar profundamente o desenvolvimento de C. putoria
nas concentracfes 3.33 pg/mL, 6.66 pg/mL e 13.33 pg/mL em homogenato de moela
em agar 65% por ndo ter ocorrido diferenca significativa no massa média larval,
abandono larval, duracdo dos estagios larval, pupal e total, taxa de emergéncia de
machos e fémeas e normalidade dos adultos semelhantes nos tratamentos sem e com
antibidtico e ainda por ndo ter havido desvio da razdo sexual (criados em camara
climatizada a 30°C dia e 28°C noite, 70 + 10% U.R. e 14 horas de fotoperiodo)

e Gentamicina pareceu ndo afetar profundamente o desenvolvimento de C. putoria nas
concentragdes 3,33 pg/mL, 13,33 pg/mL, 66,66 pg/mL em homogenato de moela em
agar 65% por ndo ter ocorrido diferenca significativa na masssa média larval, duracao
média da inoculacdo das larvas até o abandono e dos estagios larval, pupal e total
semelhantes nos tratamentos sem e com antibiotico e ainda por nao ter havido desvio
da razdo sexual e 100% de normalidade dos adultos emergidos (criados em camara
climatizada a 30°C dia e 28°C noite, 70 + 10% U.R. e 14 horas de fotoperiodo).

e Ampicilina pareceu ndo afetar profundamente o desenvolvimento de C. putoria nas
concentragdes 41,66pg/mL, 81,33ug/mL, 166,66ug/mL em homogenato de moela em
agar 65% por ndo ter ocorrido diferenca significativa na massa média larval, duracdo
média da inoculacdo das larvas até o abandono e dos estagios larval, pupal e total, taxa
de emergéncia de machos e fémeas, e viabilidades larval e total semelhantes nos
tratamentos sem e com antibidtico e ainda por ndo ter havido desvio da razdo sexual e
100% de normalidade dos adultos emergidos (criados em camara climatizada a 30°C
dia e 28°C noite, 70 + 10% U.R. e 14 horas de fotoperiodo).
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Abstract

The purpose of this sudy was to evaluate the post—embryonic development of Chrysomya
putoria {Wiedemann 1818) {Diptera: Calliphoridae) reared on a diet of gizzard or gizzard/agar
homogenate, with a diet of beef used as the control. Four replicates per treatment were performed
{60 mL of each diet). The gizzard (60%), distilled water, and agar homogenate were combined in
a blender. Each replicate consisted of 40 newly hatched larvae of C. putoria (5% generation).
Each glass beaker containing a diet was inserted into a larger flask conmaining sawdust, which
was covered with a nylon cloth held in place by an elastic band. The larvae were weighed and
stored in test tubes sealed with a nylon cloth and an elastic band. The averape temperature,
measured with a thermohygrograph, was 2006 °C, and the average relative humidity was 67.7%.
The variation in the mean weight of mature larvae and in the duration of the larval, pupal, and
total stages (newly hatched larvae to imagoes) were analyzed by Student’s /~test (o = 333}, while
vighility was compared by ANOWVA. The sex ratio was evaluated by the chi-squared test. The
average duration of the period from the larval to imago stage was 5.868 days on the beef diet,
B.676 on the gizzard diet, and 9.067 on the gizzard/agar homogenate diet. Larval survival rates on
these diets were 98, 92, and 73%, respectively, while pupal viabilities were 98, 21, and 71%,
respectively, and larva—to-imago visbilities were 93, 83, and 64%, respectively. The duration of
the pupal period differed significantly between the blowflies reared on the beef and gizzard/agar
homogenate diets. The two diets proved to be good alternatives for rearing C. putoria.
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Intreduction

Chrysomya  putoria  (Wiedemann  1EIE)
{Diptera:  Calliphoridas) is a blowfly
distributed  widely  throughout  Brazil
{Guimardas ot al. 1978) since itz arrival in the
country on ships hailing from Africa. This fly
is important because it is a potential
mechanical vector of type 1 and 11 poliovirus,
Coxsackie viruses, Shigella sp., Solmonello
sp., Escherichio coli, and Gigrdia lamblia, as
well as other enteric pathogens, irritants and
destructive agents (Greenberg 1971, 1973;
Furlanetto et al. 1984). Additionally, its larvae
can produce secondary myiasis (Zumpt 1965).
This blowfly is found on chicken farms
{Guimardes 1984), where it breeds in liguid
manure with greater than 75% moisture
content (Bruno et al. 19937,

The larvae of the family Calliphoridae are
detritivorous, feeding on fieces or open sores,
of acting as parasites (Brusca and DBrusca
2007). The development rate of necrophagous
insacts can be affected by substances
introduced through their diet (Introna et al
2000). This may affect studies of these
insects, such as those involving estimates of
the post-moriem  interval  in forensic
entomology, an analysis that is basad on the
period of development of these insects
{Estrada et al. 2009).

Efficient diets are essential for the
maintenance of large dipterous fly stocks in
the laboratory, and for the production of
pupae to breed the parasitoid wasp Nasonia
vitripennis  (Walker 1836), a promising
biological control agent that has been the
focus of several studies (Marinho 2007;
Barbosa et al. 2008; Mello and Aguiar-Coslho
2(H¥5).
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Beef is an efficient diet for breeding larvae of
necrophagous dipterans, but it releases a
dizsagreashle odor characteristic of
decomposing organic matter and increases the
possibility of secondary contamination of
other insects thar are attracted to it (Esteada et
al. 2009; Barbosa et al. 2004}, in addition o
being associated with high laboratory costs.
Chicken gizzard also releases putrefaction
cdors, but its ready availability in markets and
its lower cost have prompted studies to
evaluate its potential as a food substrate for
maintaining stocks of necrophagous dipterans
such as Chrvsomya  puforia  (Wisdemann
1818} On the other hand, artificial diets allow
for greater control of the effects of each
ingredient, reducing the release of odors, and
enabling the incorporation of other substances
{i.e., for toxicity tests).

The purpose of this bicassay was to monitor
the performance of newly hatched larvae of C.
putoria reared on two natural diets (beef and
gizzard) and an artificial diet (gizzard'agar
homogenate).

Materials and Methods

The blowilies were reared in the Laboratory
of Diptera Studies {LED} of the Department
of Microbiology and Parasitology at UNIRIC
- Federal University of the State of Ric de
Janeiro, where the entire experimental part of
this study was conducted. The C. puwtoria
colony was started with imagoes collected at
the Zoeological Gardens of Rio de Janeiro,
located in Quinta da Boa Vista Park in Sio
Cristdvao, RI, Brazil. Three traps were baited
with sardines, as described by Ferreira {1978},
and exposed for approximately 5 hours in the
MOEnIng.
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Imagoes and larvae of the muscoid dipteran
wete collected and taken to the LED, where
they were examined and identified
taxonomically, as described by Mello (2003},
The blowflies were reared in plastic cages
with a frontal opening covered with nylon
fabric and were fed with water, a solution of
honey and water (30%), and beef and chicken
gizzard; the latter served as both sources of
protein and substrates for egg laving and
maturation.

Three treatments were carried out, each with
four repetitions. The first served as the control
{60 g of beef brisket in each repetition); the
test diets consisted of chicken gizzard (60 g of
gizzard per repetition) (T1) and a diet of
gizzard homogenate in an agar solution with a
concentration of 63% (60 mL for each
repetition) {T2).

The homogenate was prepared in a blender in
a concentration of three parts of gizzard to one
part distilled water. The agar solution was
preparad using bacteriological agar (agar—agar
Micromed, www.drmicromed.com) (1.5%),
following the instructions on its packaging; it
was heated to 100 °C in distilled water until its
complete dissolution, whersupon it was added
to the homogenate. The content was mixed in
test whbes with screw caps (20 * 130 mm),
vortexed for approximately two min, and
sterilized in an awtoclave for 15 min at 121°C.
After cooling, the test whbes were vortexed
once more and their contents poured into 100
mL beakers.

The other treatments (beef and gizzard)
involved thawing in a refrigerator for 24 hours
prior o use, and then cutting the beef and
gizzard into 1 cm’ cubes, which were then
placed in the 100 mL beakers.
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Each repetition im'crl_:r'ed 40 1% instar larvae of
C. putoria of the 5 generation bred in the
laboratory, which were handled with a
paintbrush. Each 100 mL besker of each
repetition was placed in a larger beaker (400
mL} containing sterilized sawdust to allow the
larvas 1o pupate  when mature, after
gbandoning the diet. These larper beakers
were alse closed with nylon fabric secured
with elastic bands.

Daily observations were made, always at the
same time {12:00). The body mass of batches
of five mature larvae was recorded on an
analytical balance and the larvas were then
stored in test tubes closed with nylon fabric
secured with elastic bands to observe the
emergence of the imagoes. Records were kept
of the dates of pupation, emergence of
imapoes, and sexual ratio, as well as
morpholagical anomalies in the imagoes. The
temperature and lecal relative air humidity
were recorded using a thermo-hygrograph
{maximum temperature: 26 °C, mean: 2006 °C,
minimum: 17.5 °C; maximum humidity: 3%,
mean: 67.7%, minimum: 49%).

The raw datz were analyzed using Microsoft
Excel (www.mictosoft.com), while the
remaining analyses were performed with the
STAT program. The wvariation between the
mean weight of larvae and the duration of the
larval, pupal, and total stages (newly hatched
larva to imapgo) were analvzed using Student’s
t—~test (o= 5%). The viabilities were compared
by ANOWVA. The sexual ratio was tested in
relation to the expected frequency, using the
chi-squared test {f}.

No significant difference was found in the
mean individual weight of the larvae in the
three treatments: p = 0.233 (control vs. T1), g
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i R’
= (1599 (control vs. T2), and p= 0,152 (T va.
2) (Table 1}.

With regard to the average duration of the
larval stage (days), the three treatments
showed no significant difference: p = Q.116
{control vs. T1), p= 0.082 {control vs. T2}, g
= (L5631 {T1 vs. T2} (Table 2). No significant

U larwae | pugas | emeagen e
BEg

Cartrol m T3 [Koniral T TR Comtmi m 7

Alarvdosare i of th Papalid Emirgad
difference was found between the average -
duration of the pupal stage (days) of the 5k diy Withday Wt ey Wity
contral and treatment 1 (p = 0.371) and S S S =

berwean treatment | and treatment 2 {P - Figure 1. Pace, in days, at which mature larvae stopped feeding.
P - . pupated, and emerged ax imagoes of Chrysomyo putora reared on
0.06), but a significant difference was found |5 {conerol), gizzard (T1}, or gizzardiagar homogenate (T2)
betwean the control and treatment 2 E'a - diets. Average temperatwre: 206 "C, average relative air humidicy:
&7.7%. Hi figur ilak li
0.018} (Table 2). The three treatments also |, " quakty Tgures are avalaie anfine )

showed no significant differences in the total

average duration (newly hatched larva o Females
imago): p = 0.174 {control vs. T1}, p = 0179 AL
{contral vs. T2), o= 0101 {T1 vs. T2} (Table aox -
2). e
40%
Figure 1 illustrates the pace at which mature % . .
larvae of C. putoria stopped feeding, pupated, o — NI T I
and emerged as imagoes on the beef {control), i il oipinizerl

gizzard (T1}, and gizzardagar homogenate
{T2) diets. The T]1 and T2 diets produced
similar results in terms of emergence (peak on Males

L BE=E Y iithds @ idthdey

day 11}, the end of feeding, and pupation. The i
peaks of the end of feeding and pupation of C. il
L2

putorie reared on beef occurred one day later il
than on the other diets. The pace of emergence I

of males and famales reared on the thres diets [ | . L
{beef, gizzard, and gizzard'agar homogenate) Beef Gusirs
was very similar (Figure 2}.
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The sexual proportions and ratios found were F'inurt 1. Face of emergence. in days, of males and females of
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{males = 55%, females m 4495 sexual ratio = f- 1,412 f indexed rate w 384, pglm ] gm

{.44). The chi-squared tests indicated that the 5%). The three treatments produced 1R%

sexual proportions found in  the three normal imagoes.

treatments did not differ t‘mm‘ the expected

ones (control: f- 3,699 T1: ¢ = 1271; T2:
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The viability of larvae, pupas, and total for

Table . Weight of larvae (g)* of Chrysomye putoria reared an
three different diets at room memperature. Average
temperatwres 20.6 *C, average relative air humidicy: 47.7%.

et Mean # SO | Hange |
Control (beef) D056 + 0.126 | 0.0408-0.0625

T (gizzard) 0U056 " <+ 0,00 | 0UO3T1-0.0620
(T2 (Gizzard‘agar homogenate) |0.052 * + 0.009 | 0.0360-0.0642
*Averages followed by the same letter do not differ
signifiantly according to Student’s &—tesz at a bevel of 5%. 50 =
standard deviation

Table 1. Average duration of the post—embryonic stages of
development of larvae of Chrysomye putoria reared on three
different diets (beef, gizzard, and gizzard/agar homogenate) ac
rooem temperature®. Average temperatwre: 208 T average
relatee air humidity: 67.7%.

[hary
e
Coatrod [0 [] nsE
; l.lIH'l L] || Frill
AR | [ T ST |
Controd [beeli a4 [
I- T1 (gizard) [ErE| L
hr] l“'l I Ill“
| — —

*Averages followed by the same lewer in the same column do
not differ significantly according to Student’s s—test at a bevel
of 5%. 5D ® smndard devason.

Table 3. Viabiives of the larval, pupal, and toml [newly
harched larva to imago) smges of Chrysomyo putoria reared on
besf, gzzard, and gizzardizgar homogenate diews™. Average
temperatures 0.6 ", averape relative air humidice: £7.7%.

Diets Vinhility
Larval | Pupal | Total*
Cosiral {beef) OElet | OR%C ) 93%°

T1 (gizard) 92% % | o1% " [ m3%®
T2 (gizzardingar homogenate)| 73% " | 71% " | 64%
*Total ® pericd from newly hatched larae to imagoes. Yalues
followed by the mme letter in the =me column do noc differ
significandy according o AMOVAL

treatment 2 (gizzard/agar homogenate)
differed significantly from the control: larva
{control vs. T1: p = 0.43, control vs. T2: p =
004, Tl vs. T2: p = 017}, pupa (control vs.
Tl: pw(.373, control vs. T2: p<0.05, TI va.
T2: p = 0.15), and total {control vs. Tl: p =
043, control v, T2: p <004, Tl vs. T2: pm
0.20). However, no significant difference was
found between T1 and T2 {Table 3).
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The quantity of food in the three repetitions
was enough for | g of diet per larva, which,
according to Aguiar-Coelho and Milward-De-
Azevedo (1996), is the ideal relative density
of beef diet for different calliphorids. This
parameter was carefully regulated to prevent
the density from interfering in the evaluation
of the efficiency of these diets by causing
stress through exploitative competition for
resources or through chemical changes in the
food substrate resulting from  the  larval
metabolism (Khazaeli et al. 1993; Bubli et al.
1558).

D" Almeida (1594} tested several diets for C
putorie and found that ground beef and fish
were the most efficient diets. Leal et al
{1982} reported that C. putoria showed greater
development on rat carcasses compared with
artificial oligidic diets, and noted that besf is
the natural diet of these calliphorids.
According o Parra (2001}, for an alternative
diet to be considered efficient, it must have
not only the nutritional aspects that meet the
insect’s neads but also the physical, chemical,
and microbielogical characteristics that enable
the feading process. The mean weight of the
larvae reared on the three tested diets did not
show a significant difference in this study,
possibly indicating that the alternative diets
{gizzard and pizzard homogenate) were
efficient because their results were similar to
those of the natural diet (beef). Nevertheless,
the gizzard/apar homopgenate diet appeared to
be more easily solubilized by the larvae than
the beef and gizzard. However, this did not
make it unsuitable because diets with poor
solubility result in pupae of low weight due to
difficulties in digesting proteins and other
elements of the medium (Chaudhury et al.
20HMI).
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The durations of the post—embryonic stages of
development (larval, pupal, and total}) were
also equivalent in the theee diets, except for
the duration of the pupal stage of the control
{beef) and the gizzard/agar homogenate diets.
According to D¥Almeida et al. (2001), diets
should be evaluated according to the duration
of the period from newly hatched larvae to the
emergence of imagoes; this is the maost
efficient method because it avoids distortions
between the larval and pupal periods. Thus,
ong can consider that the diets supplied the
needs of the insects because otherwise their
feeding would have been delayed or even
inhibited if there were a deficiency of
essential nutrients (Chippendale 1978).

In exposed rabbit carcasses, the average
duration of the development of C. putoria was
10 days in the summer of 2005, at a mean
temperature of 20 °C, in Pelotas, Rio Grande
do Sul, Brazil (Kirst 2006). This was longer
than the duration recorded in the present

study, which varied on average from eight o
nine days. However because the climate
conditions were not controlled in either of

these sudies, it is possible that oscillations
eccurred  during  the periods of sudy.
According to Higley and Haskell (2003},
development time is dictated by temperature
oscillations.

The sexual rates of the individuals reared on
the three diets tested in this study indicated
population  stability, according to the chi-
squared analysis and to the enets of Fisher
{1930}, which state that a population will only
show stability when the sexual ratio is 1:1; a
sexugl ratio with a deviation is not
evolutionally stable because gradual increases
in the proportion of the sex observed in lesser
number will occur in future generations.
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Because 100% of the dipterans were normal,
we can consider that the density of dipterans
in  the diet was adequate for their
development;  this  factor affects  the
phenotypic determination of bionomic traits
and alters components that determine the
adaptive value of organisms, as reported by
Ribeiro et al. (1993), Reis et al. {1594), Roper
et al. {1996}, and Ribeiro {1998} in studies on
Diptera. The absence of variations in
symmetry indicates that no sufficiently intense
disturbances occurred that could not be
buffered or neutralized through metabolic
adjustments to ensure homeostatic stability in
the patterns of development (Lomonaco and
Germanos 2001).

As for larval viability, it is known that some
larvae eat more than the minimum required
for survival, while others eat the minimum
necessary, and still others are not able to
ingest the minimum needed to pupate and thus
die {De long 1976). In our study, the control
and gizzard diets achieved high rates of larval,
pupal, and total wviabilities, while the
vighilities of larvae on the gizzard/agar
homogenate diet were significantly lower than
those of the control, despite reaching weights
equivalent to the larvae reared on the other
diets. Smaller larvae are at a disadvantage in
competition with larger ones, taking longer to
pupate and covering longer distances to do so
ot to look for more food (Gomes at al. 2002).
The larval wviability rate in the gizzard
homogenate diet was 73% (60 g of diet for 40
larvas = 1.5 g of diet per larva), presenting a
similar rate to that reported by Godoy et al.
{1996}, who used an artificial diet, and the
rate reported by Leal et al. {1982}, of 73.25%
at a density of 30 g of diet for 100 larvae (0.5
g of diet per larva) and at the 20 other
densities testad with smaller quantities of diets
fed to larvas. The diet used by Leal et al.
{1982} has been used by several other authors
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{Von Zuben et al. 2000; Estrada et al. 2009},
and the achievement of a similar viability
indicates a good result.

The use of larval therapy requires knowladge
of the behavior of larvae in the presence of
medicines that patients with a potential for
this type of treatment may be using, such as
antibiotics to prevent or fight infections. The
artificial diet tested here would allow for the
dissolution of such medicines in order to
chserve potential reactions of dipterans to
their presence in the food substrate. Moreover,
the fact that the diet contains faw ingredients
is an advantage when the aim is to test the
influence of chemical products on the

development of insects because the insect will
be less affectad by the medium when they are
added to this diet. Similarly, chemical
substances such as medicines could also cause
changes in the development of dipterans and
thus aler estimates of the post-morem
interval in forensic studies. Torres (20035)
notes that experiments have been performed
which involved the addition of antimicrobials
to artificial diets for insect larvae to prevent
their contamination by micreorganisms and
test the activity of these drugs in larval
development and maturation.

The agar base used in our artificial diet has
already been employed to create diets for
other insects, most of them of agricultural
interast {Panizzi and Parra 1991), and was
chosen as a component due to its firm gel
density at temperatures close to 37 °C
{Insumos 2008) in an attempt o mimic the
consistency of besf. Moreover, agar is
nontoxic to the majority of microorganisms
and humans, is non-absorbable, non—
fermentable, and its composition consists
mostly of fibers and mineral salis (P, Fe, K,
Cl, 1), cellulose, anhydrogalactose, and a
small quantity of proteins {Insumos 2008},

The authors that tested diets for calliphorids
include Paes and Milward-De-Azevedo
{1998}, Nespoli et al. (1998), and Paes et al.
(2000}, who examined the effect of natural
diets in different stages of decomposition on
the post-embryonic period of dipterans, as
well as Cunha-e-Silva and Milward-De-
Azevedo (1994), Leal et al. (1982, 1991),
D’ Almeida et al. {20040}, and Mendonga et al.
{2009}, who tested artificial diets. The latter
diets may be advantageous due o the
possibility of higher nutritional and biological
uniformity of the colonies over time (Parra
2001} The gizzard'agar homogenate diet
tested here proved to be efficient for this

purpose. Similarly, aliernative diets such as
chicken gizzard can also be wsad due to their
lower cost in comparison to beef, favoring the
development of projects and research that
require the maintenance of large stocks of
dipterans for long periods.
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Evaluation of the influence of the antibiotic ciprofloxacin in the development of Old
World screwworm fly Chrysomya putoria (Artigo submetido e em andlise na Journal Insect
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ABSTRACT

Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) (Diptera: Calliphoridae) is a species with potential for
maggot therapy practice and has also been described in myiasis and forensic entomology
studies. The objective of the present study was to assess the action of different ciprofloxacin
concentrations on the growth and development of the species. First instar maggots of the third
generation in the 60 g on chicken gizzard homogenate in 65% agar diet received
ciprofloxacin chloridrate. Each concentration of the antibiotic tested (3.33 pg/mL; 6.66
pg/mL and 13.33 pg/mL) and the contol were replicated four times (40 maggot/replication).
The control received distilled water instead of the antibiotic. Each beaker of each replication
(100 mL) was inserted in a larger beaker (400 mL) containing sawdust and sealed with
escaline nylon fabric and elastic. The maggot were kept in a acclimatized chamber at 30°C
day and 28°C night, 70 + 10% R. H. and 14 hour photoperiod. Observations were made daily.
The maggot, after abandoning the diet, were weighed in batches of five on analytic scales and
stored in test tubes sealed with escaline nylong fabric and elastic. The pupation and adult
emergence dates were recorded and the sex ratio and adult morphological abnormalities.
Microsoft Excel and STAT were used for the analysis. The variation among the maggot
weight means and the duration of the maggot, pupa and total stages were analyzed by the
Student t-test (a=5%); the viabilities and the normality rates compared by ANOVA, the
expected sex ratio frequency was tested by the chi-squared test (x°). There was no significant
difference among the four treatments regarding mean individual maggot weight (T1:0.049g,
T2:0.034g, T3:0.029g, T4:0.030 g), mean duration of the maggot inoculation until
abandonment (4.478; 4.138; 4.019; 4.000 days) and the maggot (5.477; 5.234; 5.000; 5.000
days), pupa (3.874; 3.937; 2.986; 3.974 days) and total stages (9.339; 9.158; 8.981; 8.953
days), respectively, for the control, T1, T2 and T3. The sex ratios found in the four treatments
did not differ from the expected. The normality rates were control=100%, T1=96%, T2=98%
and T3=99%. Only treatment 2 differed significantly from the control in maggot and total
viability. The antibiotic seemed not to alter C. putoria development in the post-embryonic
period.

Keywords: blowflies, drug, maggots, pupae
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INTRODUCTION

Antimicrobial agents are medications used to eliminate different genera of
microorganisms. The different antimicrobial genera existing include those commonly used,
such as norfloxacin, ciprofloxacin, nitrofurantoin, ampicin and sulfametoxazol/trimetropin.
Ciprofloxacin is a wide spectrum therapeutic chemical used to treat pathologies caused by
gram-positive and gram-negative sensitive microorganisms (DEF 2001; Korolkovas 2002;
Martindale 2002), appropriate for the treatment of infections caused by pathogens sensitive to
the drug: infection of the upper respiratory tract, ear, nose and throat, maxillofacial area,
urinary and kidney tracts, gastrointestinal tract (including typhoid fever), bile duct, soft tissues
and infected wounds, bones and joints, gynecological and obstetric infections, septicemia,
meningitis, peritonitis, infections or imminent risk of infection (prophylaxis) in patients with
immune suppression (Quinoflox 2011)

Many wounds as mentioned above can be treated alternatively with the use of maggot
therapy, also known as maggot debridement therapy, biotherapy or biosurgery, that consists
of applying live fly maggots (Diptera: Calliphoridae) to wounds that do not heal with the
objective of removing the necrotic material and promoting new tissue growth. Its use and
popularization have increased in many countries due to the great efficacy of the maggot in
removing necrotic material and its safe and easy application (Sherman et al. 2000; Martini and
Sherman 2003; Marcondes 2006; Dallavechia et al. 2010. 2011). Chrysomya putoria
(Wiedemann 1830) (Diptera: Calliphoridae) is easily obtained throughout the Brazilian
territory, it is easy and cheap to rear, its maggots develop quickly and their behavior and
biology are compatible with use in maggotl therapy (Marcondes 2006; Oliveira-Costa 2011).
When choosing this technique it is important to know the action on the maggot of the
antibiotics used in conjunction because these may influence their natural activities and
survival.

Similarly, the patients carriers of myiasis often use antibiotic therapy in association to
the treatment because they present an unsatisfactory clinical condition, with other associated
infirmities and skin wounds that are normally very contaminated (Ferraz et al. 2008. 2010),
therefore the use of antibiotics would help healing so that it is necessary to know the effects of
these antibiotics on the maggote.

Necrophage insect development rates can be affected by substances introduced in their
organism through their food (Introna et al. 2001) and this can affect studies on these insects
such as those linked to the post mortem interval estimate (PIE) in forensic entomology,
because this analysis is based on the development period of these insects (Estrada et al. 2009).

Chrysomya putoria is a species with potential for maggot therapy practice and has also
been described in myiasis and forensic entomology studies. The objective of the present study
was to assess the action of different antibiotic concentrations on the growth and development
of the species.

MATERIALS AND METHODS

The dipterans used throughout the experiment were reared in the Dipterans Study
Laboratory (LED), Department of Microbiology and Parasitology at the Federal University of
the State of Rio de Janeiro (UNIRIO).

The C. putoria colony was started with adults collected in the Zoological Garden in
Rio de Janeiro located in the Quinta da Boa Vista, Sdo Cristovdo, RJ. Three traps were used
following the model by Mello et al. (2007), containing sardine as bait and exposed for
approximately 5 hours in the morning. After collecting adults and dipteran maggots, the
insects were taken to the LED where they were screened and identified taxonomically
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according to Mello et al. (2003). The flies were reared in transparent plastic cages
(40x30x20cm) with an opening in the upper part for airing and a front opening for access to
the inside of the cage covered with nylon fabric. They were fed water, honey and water
solution (50%) and chicken gizzard or beef as protein source, oviposition substrate and ovary
maturation.

The first instar maggots of the third laboratory generation were transferred using a fine
brush to 100 mL glass beakers each containing 60 g 60 grams chicken gizzard homogenate in
65% agar diet (Ferraz et al. 2012). The diet was selected because it was practical to
homogenize substances to be tested and sterile (autoclaved) that makes the antibiotic
completely available to act only on the inserted maggot. The antibiotic used was 400 mg
Hifloxan® (ciprofloxacin chloridrate). Each replication received 1 mL of the antibiotic at
three different concentrations resulting in the following concentrations in the diet: 3.33
pg/mL; 6.66 pg/mL and 13.33 pg/mL. The concentrations were chosen from ciprofloxacin
serial concentration (500mg via oral 12/12h: 2.97 ug /mL, 400mg intravenous 12/12h: 4.56 ug
/mL). The first concentration chosen (T1) would have an approximate value between the oral
and intravenous serum concentrations, the second concentration (T2) would be approximately
the double of the first, and the third concentration (T3) would be approximately 4 times great.
Each concentration of the antibiotic tested and the control were replicated four times with 40
maggots in each replication. The control received distilled water in the place of the antibiotic.

Each beaker of each replication was inserted in a larger beaker (400 mL) containing
sterilized sawdust to allow maggot pupation when mature after abandoning the diet and sealed
with nylon fabric and elastic. The maggots were kept in an acclimatized chamber at 30°C day
and 28°C night, 70 + 10% R.H. and 14 hour photoperiod. Observations were made daily,
always at the same time (12 p.m.).

The maggots, after abandoning the diet, were weighed in batches of five on analytical
scales and stored in test tubes sealed with nylon fabric and elastic to observe adult emergence.
The dates of pupation and adult emergence were recorded along with the sex ratio and adult
morphological abnormalities.

The Microsoft Excel program was used for the gross data analysis and the PAST
program for the other analyses. The variation among the maggot weight means and the
durations of the maggot, pupa and total stages (neolarvae and adults) were analyzed by the
Student t-test(a=5%). The viability and normality rates were compared by ANOVA. The sex
ratio was tested in relation to the expected frequency by the chi-square test (4?).

RESULTS

There was no significant difference among the four treatments for the mean individual
maggot weight (Table 1) and no significant difference among the four treatments regarding
the mean duration of the inoculation of the maggots until abandonment and the maggot, pupa
and total stages (days) (Table 2).

Figure 1 shows the diet abandonment rhythm of the C. putoria maggots, pupation and
emergence (%) of in the four different treatments (control: chicken gizzard homogenate in
65% agar diet; T1: chicken gizzard homogenate in 65% agar diet plus 3.33 pg/mL
ciprofloxacin; T2: chicken gizzard homogenate in 65% agar diet plus 6.6 pg/mL
ciprofloxacin, T3: chicken gizzard homogenate in 65% agar diet plus 13.33 pg/mL
ciprofloxacin). Diet abandonment peaked in the control on the fourth and fifth days, while in
the treatments with antibiotic it peaked predominantly on the fourth day. The control
pupation peaked on the fifth and sixth days, while the other treatments peaked on the fifth day.
Emergence peaked on the ninth day in all the treatments.
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The C. putoria male and female emergence rates by days were similar (Figure 2). The
sex ratios found were (males=47%, females=53%), T1 (males =55%, females =45%), T2
(males =50%, females =50%) and T3 (males =44%, females =56%). The chi-square tests
showed that the sex ratios observed in the four treatments did not differ from the expected
(Control: ¥*=0.398, T1: ¥*=0.909, T2: ¥°=0.009, T3: ¥°=1.923, * from table with 1 df a=5%
(5% probability) is 3.84.

Only the control presented 100% normal adults (T1=96%, T2=98%, T3=99%).
However, there was no significant statistical difference among the treatments (Control x T1
(p=0.192), Control x T2 (p=0.073), Control x T3 (p=0.356), T1 x T2 (p=0.408), T1 x T3
(p=0.249), T2 x T3 (p=0.463)). Regarding the maggot, pupa and total viabilities, only
treatment 2 differed significantly from the control in the maggot and total viabilities (Table 3)

DISCUSSION

Different concentrations of the same antibiotic need to be tested because the same
antimicrobial added to diets may be safe, inhibitory or highly damaging depending on the
concentration used (Singh and House 1970). A quantity of diet was used in the four
applications that provided more than 1 g diet per maggot, because this was reported by
Aguiar-Coelho and Milward-de-Azevedo (1996) as the ideal density for using meat in
different caliphoridae. This care was taken so that the density did not interfere in the
assessment of the efficiency of these diets causing stress by exploitary competition for
resources or chemical alterations in the food substrate resulting from the maggot metabolism
(Khazaeli et al. 1993; Bubli et al. 1998). Considering that 100% normal dipterans were
obtained in the control and other values in the other treatments did not differ significantly
from the control, it can be considered at the dipterans density on the diet was adequate for
their development and it can also be assumed that the ciprofloxacin antibiotic do not affect the
phenotype. Density influences the phenotype determination of bionomic traits and alters
determining components of the adaptive value of the organisms, as reported by Ribeiro et al.
(1993), Reis et al. (1994), Roper et al. (1996), Ribeiro (1998) in studies using dipterans.
When there are no variations in the symmetry it means that sufficiently intense disturbances
were not produced, that could not be buffered or neutralized with metabolic adjustments to
guarantee homeostatic stability in the development patterns (Lomonaco and Germanos 2001).

Although not significant, the treatments with antibiotic presented variation intervals in
individual weight with minimum values (Control>T1>T2>T3) and maximum values
(Control>T1>T3>T2) smaller than the control. These values were also lower than those
reported by Ferraz et al. (2012) who used meat, chicken gizzard and chicken gizzard
homogenate in 65% agar diet to rear C. putoria. The total duration of the maggot
development stage was longer in the present experiment. This is very understandable because
meat is the natural diet of this species (Leal et al. 1982).

A study compared the development of Cochliomyia macellaria (F.) (Diptera:
Calliphoridae) in sterile medium with and medium with bacteria and it was observed that they
survived in the sterile medium with a faster development rate and greater survival than in the
medium with bacteria (Ahmad et al. 2006). In the present study, the rhythm of the maggots
abandoning the diet, pupation and emergence tended to be earlier in the treatments with
antibiotic compared to that of the control. As the maggote used in this experiment were not
sterile, they probably took bacteria to the culture media that may have been neutralized in the
culture media with antibiotics, but not in the control.

The main period of food resource limitation in Calliphoridae is in the maggot period,
when the maggots ingest the maximum amount of food in the shortest time interval
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(Goodbrod and Goff, 1990). A longer feeding period can also occur to compensate the poor
nutritional quality of the food (Kamal 1958; Levot et al. 1979; Paes et al. 2000). In the
present study, the less time the insect stayed on the diet (abandonment) the lower was its
weight (Control>T1>T3>T2)

The gender rates of the individuals in the four different treatments in the present study
indicated stability in the population according to the chi-square analysis and the concepts by
Fisher (1930): only when the sex ratio is 1:1 will there be stability in the population; a sex
ratio with deviation is not evolutionarily stable because in future generations there will be
gradual increases in the proportion of the sex observed in smaller number.

The ciprofloxacin antibiotic did not alter the mean maggot weight of C. putoria or the
duration of the post-embryonic stages, or the sex ratio of these dipterans. Some studies on the
effects of other substances on C. putoria maggot development have reported different results.
Carvalho (2004) studied the effect of cocaine, exposing livers containing the substance to feed
C. putoria and observed that the C. putoria maggots exposed to the drug developed
significantly faster compared to the control. It was also reported that the maggot exposed to
liver containing cocaine started and ended the pupation process before those of the control,
but emergence was similar.

Another substance that accelerated C. putoria maggot development was diazepam and
the maggots were heavier than the control maggots (Carvalho et al. 2001). The amphetamine
anphepramon also accelerated C. putoria development by approximately 48 hours (Carvalho,
2004). The analgesic scopolamine retarded development in groups with higher concentration
(Grella et al. 2007) and the amphetamine increased the C. putoria pupation period (Nitsche
2010)

In the present study, ciprofloxacin only altered the maggot and total viabilities
statistically and significantly in treatment 2. The T2 viabilities were greater, but those of the
other treatments were also high. In dipterans, viability of over 60% is considered promising
(Loureiro et al. 2005). There is also the possibility that the maggots did not metabolize the
drug, as reported by Grella and Thyssen (2008) in a study on immature C. albiceps, C.
megacephala and C. putoria, reared on artificial diet with the addition of oxycodone
chloridrate where significant differences were not observed in the development among the
control and experimental groups.

It is a fact that insects absorb substances used by humans, even toxins and controlled
substances have been were detected both in the insect and the quitinized remains removed
from victims at an advanced stage of decomposition (Goff and Lord 2001). Thus it is
necessary to study the effects that drugs and toxins exercise on maggot development because
acceleration or delay in these rates can interfere in the postmortem interval estimates when
based on the biology of these insects (Goff et al. 1992, Carvalho et al. 2001, Grella and
Thyssen 2008). In Campinas, SP, Brazil, from 1993 to 1998, C. putoria was among the most
frequent insect in morgue and field collections and was also considered as a forensic indicator
for the area (Carvalho et al. 2000).

Sherman et al. (1995) carried out an experiment on the action of seven antibiotics on
Lucilia sericata maggot and pupa growth and developmeny, used in maggot therapy and the
drugs belonging to the penicillin, cefalosporin and aminoglycoside classes. These were added
to agar-liver culture medium at several concentrations where one-day-old maggots were
placed and the results observed regarding their maturing, pupation and adult numbers,
duration of each stage and pupa weight. The authors concluded that interference was not
observed on maggot growth or maturing, a very similar finding to that of the present study. C.
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putoria maggots have already been used successfully for maggot therapy in Wistar rats but
these maggots have not yet been used in humans in Brazil for lack of studies.

Therefore, studies such as the present will help in the uses of C. putoria in a forensic
entomology, maggot therapy and clinical myiasis.
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Table 1: Maggot weight (g)* of Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) (Diptera:
Calliphoridae) from four treatments with different ciprofloxacin concentrations** reared in an
acclimatized chamber (30°C day and 28°C night, 70 + 10% R.H. and 14 hours photoperiod).

Average individual p= significance value (test t)
Treatments weight (g) + standard Range Control T1 T2 T3
deviation
Control 0,049a+0,007 0,035-0,059 - 0,231 0,182 0,371
T1 0,034a+0,021 0,011-0,058 0,231 - 0,793 0,710
T2 0,029a+0,024 0,007-0,053 0,182 0,793 - 0,544
T3 0,039a+0,018 0,006-0,0564 0,371 0,710 0544 -

* Means followed by the same letter do not differ significantly by the t test (a=5%).

** Control = chicken gizzard homogenate in 65% agar diet; T1= chicken gizzard homogenate
in 65% agar diet + 3.33 pg/mL ciprofloxacin; T2= chicken gizzard homogenate in 65% agar
diet + 6.66 pg/mL ciprofloxacin, T3= chicken gizzard homogenate in 65% agar diet + 13.33
pg/mL ciprofloxacin
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Table 2: Mean duration of the post-embryonic* development stages (days) of Chrysomya
putoria (Wiedemann, 1830) from four treatments with different ciprofloxacin
concentrations** reared in an acclimatized chamber (30°C day and 28°C night, 70 + 10% R.H.
and 14 hours photoperiod).

p= significance value (test t)
Control T1 T2 T3

Days Standard Deviation

T = Control 4.478a 0,517 - 0,264 0,127 0,117
C o
= T1 4,138a 0,192 0,264 - 0,266 0,230
%é T2 4,019 0,038 0,127 0266 - 0,679
~ @
A< T3 4,000a 0,081 0230 0,117 0679 -
Control 5,477a 0,516 - 0,419 0114 0,117
§g, T1 5,234a 0,223 0,419 - 0,081 0,095
Esﬁ T2  5,000a 0 0114 0081 - 0,985
T3 5,000a 0,081 0,117 0,095 0985 -
Control 3,874a 0,214 - 0,588 0,353 0,393
?g;;.; T1 3,937a 0,055 0,588 - 0,161 0,340
za T2 2.986a 0,016 0353 0161 - 0,790
T3 3,974a 0,048 0,393 0,340 0,790 -
c Control 9,339 0,322 - 0,367 0,068 0,054
k= T1 9,158a 0,186 0,367 - 0,108 0,073
g T2 8,981a 0,016 0068 0,108 - 0,158
o T3 8,953a 0,033 0,054 0073 0158 -

* Means followed by the same letter do not differ significantly by the t test (a=5%).

** Control = chicken gizzard homogenate in 65% agar diet; T1= chicken gizzard homogenate
in 65% agar diet + 3.33 pg/mL ciprofloxacin; T2= chicken gizzard homogenate in 65% agar
diet + 6.66 pg/mL ciprofloxacin, T3= chicken gizzard homogenate in 65% agar diet + 13.33
pg/mL ciprofloxacin
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Table 3: Comparison by ANOVA of the viability of the maggot, pupa and total abilities
(neomaggot to adult) of Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) from four treatments with
different ciprofloxacin concentrations* reared in an acclimatized chamber (30°C day and 28°C
night, 70 + 10% R.H. and 14 hours photoperiod).

p= valor de significAncia (ANOVA)

Viabilidade —= e 11 T2 T3

Controle  81,88%, - 0,643 0,007 0,733

3 T1 78,13%, 0,643 - 0,831 0,965

§ T2 96,67% 0,007 0,831 - 0,859
T3 77,50% 0,733 0,965 0,859 -

Controle 93,60% - 0,456 0,579 0,806

8 T1 85,44% 0,456 - 0,333 0,571

Z T2 95,65% 0,579 0,333 - 0,512
T3 92,01% 0,806 0,571 0,512 -

Controle 76,88% - 0,562 0,034 0,807

IS T1 68,75% 0,562 - 0,108 0,820

2 T2 92,5% 0,034 0,108 - 0,217
T3 73,13% 0,807 0,820 0,217 -

* Control = chicken gizzard homogenate in 65% agar diet; T1= chicken gizzard homogenate
in 65% agar diet + 3.33 pg/mL ciprofloxacin; T2= chicken gizzard homogenate in 65% agar
diet + 6.66 pg/mL ciprofloxacin, T3= chicken gizzard homogenate in 65% agar diet + 13.33
pg/mL ciprofloxacin
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Figure 1- Diet abandonment rhythm of Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830) maggots, at
pupation and emergence (%) from four treatments: Control = chicken gizzard homogenate in
65% agar diet; T1= chicken gizzard homogenate in 65% agar diet + 3.33 pg/mL
ciprofloxacin; T2= chicken gizzard homogenate in 65% agar diet + 6.66 pug/mL ciprofloxacin,
T3= chicken gizzard homogenate in 65% agar diet + 13.33 pg/mL ciprofloxacin
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Figure 2- Emergence rate in days of male and female Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830)
reared on four treatments: Control = chicken gizzard homogenate in 65% agar diet; T1=
chicken gizzard homogenate in 65% agar diet + 3.33 pg/mL ciprofloxacin; T2= chicken
gizzard homogenate in 65% agar diet + 6.66 pg/mL ciprofloxacin, T3= chicken gizzard
homogenate in 65% agar diet + 13.33 pg/mL ciprofloxacin.
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