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INTRODUGAO

Cochliomyia hominivorax (Coquerel) (Diptera, Calliphoridae), conhecida popularmente no Brasil
como mosca-das-bicheiras, tem habito parasitario e, por acometer principalmente animais de criacéo, é
responsavel por significativa perda econémica nas regides tropicais e subtropicais estimada em mais de
300 milhdes de ddlares anuais (Hall; Wall, 1995; Grisi et al., 2014). Além do 6ébito, a infestagéo por C.
hominivorax resulta em lesdes traumaticas graves (Thyssen et al., 2012).

O inovador e bem sucedido método ou técnica de liberacdo de machos estéreis denominado
como SIT (do inglés, sterile insect technique) foi usado pela primeira vez para a erradicacdo e controle
populacional de C. hominivorax (Marcondes; Thyssen, 2017). Consistia em liberar machos estéreis por
meio de radiagdo no ambiente para competir com machos férteis selvagens por fémeas, o que resultaria
em ovos ndo viaveis e consequentemente estabeleceria uma diminuicdo gradual da populacdo de
moscas (Marcondes; Thyssen, 2017). Para tanto, era primordial a criagdo massiva dos espécimes em
laborat6rio e considerando que se trata de uma mosca parasita, diversos obstaculos para sua
manutengdo consistiram primariamente em obter dietas artificiais que assegurassem um
desenvolvimento tdo 6timo quanto ao observado para aqueles espécimes que se criaram em
hospedeiros vivos (Graham, 1985; Mastrangelo et al., 2014).

A manutencao de espécimes em laboratério tem como fim fornecer a nutricdo apropriada dos
insetos, no que diz respeito as necessidades de qualidade e quantidade de nutrientes, para garantir sua
sobrevivéncia e consequente crescimento populacional (Chen et al., 2014). Adicionalmente, o uso de
dietas e protocolos bem estabelecidos em laboratério, além de promover um melhor entendimento sobre
0s parametros biologicos e fisiol6gicos dos insetos, torna facil a manipulagcéo e criacdo de condicdes
experimentais controladas (Taylor et al., 1987; Estrada et al., 2008; Chen et al., 2014), fundamentais

para o estudo do microbioma (Guerrero, 2018).
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Desse modo, o presente estudo teve como objetivo estabelecer protocolos para manutencéo de
C. hominivorax em laboratdrio visando promover a facilitacdo de pesquisas sobre a interacdo microbioma

e larvas. Para tal, foram avaliados parametros como tempo de desenvolvimento e peso maximo larval.

METODOLOGIA

As colbnias de C. hominivorax foram estabelecidas no Laboratorio de Entomologia Integrativa
(CELEI, 2024) do DBA-IB, UNICAMP, a partir de larvas em pré-pupa coletadas das feridas produzidas
pela mosca em um porco-espinho Coendou prehensilis (Linnaeus) (Rodentia, Erethizontidae)
encontrado no campus universitario (22°49'03" S; 47°04'11" O). Apds a coleta, o animal debilitado foi a
oObito.

As larvas coletadas e identificadas (PRADO et al., 2023) foram acondicionadas em frascos
contendo serragem de madeira estéril como substrato para a pupariacdo e transferidas para uma camara
climatica com temperatura (29+1°C), umidade (50£10 %) e fotoperiodo (12 h) controlados. Apds quatro
dias a serragem foi peneirada e as pupas acondicionadas em gaiolas de plastico teladas (30x20x40 cm)
permanecendo em sala climatizada (26x1 °C, 70+10 % UR e 12 h fotoperiodo) (Figs. 1A e 1B) até a
emergéncia dos adultos de 24 a 48 h depois.

Para avaliar o tempo de desenvolvimento de imaturos, todas as etapas vitais foram
acompanhadas a cada 12 h até a emergéncia do adulto. O peso maximo larval, correspondente ao
terceiro estadio de desenvolvimento anterior a fase de dispersao, foi obtido de 10 larvas retiradas
aleatoriamente da dieta com uso de balanca analitica de precisdo de quatro décimos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Protocolo para criagdo de C. hominivorax em laboratorio

Etapa 1 — sobre a manutencéo e sobrevivéncia dos adultos e desenvolvimento ovariano.
Fémeas e machos emergidos devem receber 4gua ad libitum e uma dieta seca a base de levedo de
cerveja, acucar e leite integral em po6 (1:1:1) (Estrada et al., 2009) (Figs. 1B e 1C). Para promover o
desenvolvimento ovariano, uma porcao de 50 g de figado bovino acrescido de 1 mL de sangue bovino
contendo citrato de sédio, diluido em agua filtrada 1:1, deve ser oferecido no 3° e 5° dia p6s-emergéncia
por um intervalo de 180 e 90 min, respectivamente (Fig. 1D).

Etapa 2 — sobre o estimulo para postura e obtencéo dos ovos. O substrato para postura deve
ser composto de uma porcdo de 50 g de carne moida bovina mantida 24 h antes sob temperatura
ambiente acrescido de 5 mL de sangue bovino contendo citrato de sodio, diluido em agua filtrada 1:1,
sobre placa de Petri coberta por papel filtro umedecido também com sangue diluido. Para simular a
temperatura do hospedeiro, uma vez que C. hominivorax tem habito parasitario, uma placa de

aguecimento deve ser disposta embaixo da gaiola para manter a temperatura controlada em 33°C.
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Em nosso estudo, como esperado, os ovos foram depositados ao redor do substrato, pois as
fémeas, naturalmente, costumam depositar seus ovos nas margens das feridas (Marcondes; Thyssen,
2017).

Etapa 3 —sobre o desenvolvimento dos imaturos. Com auxilio de um pincel umedecido e sob
estereomicroscoépio, os ovos devem ser transferidos para um frasco com capacidade de 50 mL contendo
50 g de carne moida bovina fresca acrescida de 15 mL de sangue bovino contendo citrato de sédio,
diluido em &gua filtrada 1:10, gentilmente homogeneizado. Este frasco deve ser depositado no interior
de outro frasco plastico com capacidade a partir de 500 mL, coberto por tecido sintético, e mantido em
camara climéatica com temperatura (29+1°C), umidade (50110 %) e fotoperiodo (12 h) controlados. As
larvas devem ser removidas da dieta a cada 24 h e transferidas para outro frasco contendo a mesma
dieta fresca por sete dias consecutivos. No ultimo dia, as larvas devem ser removidas e depositadas em

pote contendo serragem de madeira estéril para pupariacao.

Figura 1. Gaiola plastica telada mantida em sala climatizada (A) para abrigar espécimes adultos contendo 4gua e
dieta para sobrevivéncia (B) de Cochliomyia hominivorax. Em detalhe, a garrafa de vidro preparada para a agua
subir por capilaridade (C) e a por¢éo de figado bovino usada para estimular o desenvolvimento ovariano de
fémeas (D).

2. Tempo de desenvolvimento dos imaturos e peso maximo de espécimes criados sob condigdes
de laboratério

A 29°C, o tempo de incubagéo dos ovos de C. hominivorax foi de aproximadamente 12 h, de
larvas (de 1° a 3° estédio, incluindo a fase de pré-pupa) entre aproximadamente 144 e 168 h. Laake et
al. (1936) registraram um tempo de incubacéo de ovos sobre a ferida de hospedeiros vivos variando
entre 11 e 21,5 h, enquanto o tempo de desenvolvimento larval variou entre 139 e 259 h a 37°C. Dados
similares foram observados por Thyssen et al. (2012).

Em nosso estudo, a 26°C, o tempo de desenvolvimento de pupa variou entre 120 e 168 h. Laake
et al. (1936) reportaram o intervalo de pupa em 168 h.
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As larvas no 6° dia de vida atingiram o peso méaximo de 62,4 + 0,4 mg. Larvas de terceiro estadio
removidas de feridas de cdes do municipio de Campinas, SP, depositadas na CELEI (2024) foram

pesadas (N=5), a titulo de comparacdo, e as massas variaram entre 70 e 75 mg.

CONCLUSOES

Os dados biologicos e morfométricos observados de espécimes criados em laboratdrio ndo
diferiram muito daqueles oriundos de feridas de animais. A implementacdo de um protocolo padronizado
permitira ndo apenas a manutencao de colbnias saudaveis e viaveis em laboratério, mas também a
realizacdo de experimentos controlados que possam explicar as interacdes entre a mosca e seus

microrganismos associados.
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