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Resumo 1

Resumo

A terapia larval consiste na aplicagdo de larvas vivas estéreis de dipteros obtidas em
laboratdrio sobre lesdes, feridas cronicas ou infectadas tendo como finalidade a cicatrizacio a
partir da remocao de secrecdo e tecido necrosado pelo inseto facilitando, assim, o processo de
cicatrizagdo. Apesar da facil aplicabilidade e do baixo custo, para garantir maior seguranca e
sucesso em relacdo a este procedimento dois fatores t€ém de ser alcangados: a esterilidade das
larvas a serem aplicadas e a garantia de que a espécie selecionada para este fim fard uso,
durante o seu processo de alimentacdo na ferida, somente de tecido necrosado. No presente
estudo foi avaliada a esterilizagdo e a viabilidade pods-esterilizacdao de larvas de Chrysomya
megacephala e Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae) em hipoclorito de sédio a 0,5% e
1,0%. Adicionalmente, foi avaliado o desempenho (qualidade e tempo de tratamento) dos
imaturos dessas mesmas espécies no desbridamento de feridas cutineas induzidas, usando
como modelo animal ratos Wistar. A escolha das espécies foi motivada pela facilidade de
obtencdo em todo territorio brasileiro, levando em conta ainda seu comportamento e biologia
ja descritos em literatura. Os melhores resultados em relacdo a sobrevida e viabilidade das
larvas foram obtidos com o uso do hipoclorito de sédio a 0,5% como agente esterilizante.
ApGs o processo de esterilizacdo, 5-10 larvas/cm” com 24 horas de vida pés-eclosdo, foram
aplicadas sobre as lesdes induzidas, as quais por sua vez foram cobertas com gaze estéril e
esparadrapo. Apds 16 horas o curativo foi removido, constatando que as larvas ainda se
encontravam vivas e permaneciam apenas no local da lesdo, sem invadir tecidos sauddveis,
havendo desaparecido o tecido necrético e as secre¢des. No grupo controle, sem aplicagcao de
larvas, o tecido necrosado e a secre¢cao aumentaram em quantidade, considerando 0 mesmo
intervalo de tempo do tratamento bioterdpico. Fragmentos de pele com a dimensdo de 1 cm?
desde a borda até o centro da lesdo foram retirados tanto dos grupos tratado quanto do
controle para andlise histopatoldgica. Microscopica e histologicamente, os resultados
mostraram crescimento de tecido de granulacdo, apds a retirada das larvas. Os resultados
obtidos mostram que a terapia larval pode ser aplicada satisfatoriamente para facilitar o
processo de cicatrizagao.

Palavras-chave: Calliphoridae; Diptera; lesdes superficiais; tratamento; terapia larval.




Abstract 2

Abstract

The larval therapy involves the application of sterile larvae of flies obtained in the
laboratory on injuries, chronic wounds or infected with the purpose to heal from the removal
of necrotic tissue and secretion by the insect, thus facilitating the cicatrization process.
Despite the easy applicability and low cost, to ensure greater safety and success in relation to
this procedure two factors must be achieved: the sterility of the larvae to be applied and
ensure that the species selected for this purpose will use during their feeding process in the
wound, only necrotic tissue. In this study we evaluated the sterilization and viability post-
sterilization of the larvae of Chrysomya megacephala and Chrysomya putoria (Diptera:
Calliphoridae) in sodium hypochlorite 0.5% and 1.0%. Additionally, we evaluated the
performance (quality and length of treatment) of immatures of these same species in the
debridement of wounds induced, using rats as animal model. The choice of species was
motivated by the ease of collecting around Brazil, taking into account their behavior and
biology has already been described in literature. The best results regarding the viability and
survival of larvae were obtained from the use of sodium hypochlorite at 0.5% as a sterilizing
agent. After the sterilization process, 5-10 larvae/cm” with 24 hours of post-hatching, were
applied over the induced lesions, which it were covered with gauze and adhesive tape. After
16 hours the bandage was removed, noting that the larvae were still alive and remained only
at the injury site, without invading healthy tissue, having gone necrotic tissue and secretions.
In the control group without the application of maggots, the necrotic tissue and secretion
increased in quantity, considering the same interval of treatment biotherapic. Skin fragments
with a size of 1 cm” from the margin to the center of the lesion were removed from both
treated and control groups for histopathological analysis. Microscopically and histologically,
the results showed growth of granulation tissue after the removal of the larvae. The results
show that larval therapy can be applied successfully to facilitate the cicatrization process.

Key words: Calliphoridae; Diptera; superficial lesions; treatment, larval therapy.
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1 - Introducao e Revisao Bibliografica

Desde o surgimento de civilizacdes remotas, a histéria universal revela preocupagdo
com o tratamento das feridas. Na pré-historia, preparavam cataplasma de folhas e ervas para
tratar casos de hemorragias e ha centenas de anos tem sido observado que o desbridamento
de tecidos necrosados em feridas infectadas e cauterizagGes contribuiam, e muito, para a
manutengdo da ferida limpa e seca (SHERMAN et al., 2000). Com o passar do tempo, véarios
outros métodos também foram sendo adicionados e aperfeicoados (BAER, 1931;
CHERNIN, 1986).

Apo6s 1945, com a descoberta e o advento da antibioticoterapia, muitas técnicas
foram deixadas de lado. Passado certo tempo, percebeu-se que os antibidticos levavam as
bactérias a desenvolver resisténcia, pela selecdo de cepas ou linhagens menos suscetiveis
(NAYLOR et al., 2001), e que os tratamentos, além de se serem mais caros, quando
comparados a outros, muitas vezes, ndo conseguiam impedir que as complicagdes graves
dessem origem as amputacoes (SHERMAN, WYLE, 1996). Tais dificuldades
proporcionaram, a partir de 1980, o ressurgimento do interesse pela terapia larval com base
em trabalhos realizados nos Estados Unidos por Sherman e no Reino Unido por Thomas e
Church (SHERMAN et al., 2000). Atualmente, dezenas de milhares de pacientes com feridas
de vdrias origens (diabetes e/ou ulceras de pressao, queimaduras ou fasceite necrotizante,) ja
foram tratados nos Estados Unidos e em varios paises da Europa, principalmente no Reino
Unido, Alemanha, Holanda e Suécia, com excelentes resultados (THOMAS et al., 1996;
1999a; 1999¢c; SHERMAN et al., 2001).

As amputacdes de extremidades inferiores, decorrentes de lesdes cronicas de dificil
cicatrizagcdo, tém sido cada vez mais freqiientes em pessoas com Diabetes mellitus (DM),
tornando-se um importante problema de saide publica nao sé no Brasil com em todo o

mundo (GAMBA et al., 2004). O impacto epidemiolégico que o DM produz, € expresso nas
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crescentes taxas de morbidade e mortalidade, e nas conseqiientes seqiielas de incapacidade,
como cegueira, retinopatia diabética e insuficiéncia renal terminal, entre outras (ADA, 1999).
Em 1995, nos Estados Unidos, a prevaléncia de amputacdes foi estimada em 10% entre
pessoas com DM (NIH, 1995).

Desse modo, muitas pesquisas para tratamento de feridas estdo em andamento

objetivando acelerar o processo de cicatrizag¢do e reduzir possiveis complica¢des secunddrias.

1.1 — Anatomia e fisiologia da pele

A pele divide-se em trés camadas especificas: epiderme, derme e hipoderme (Figura
1) (BLANES, 2004; CANDIDO, 2006).

A epiderme € a camada externa de revestimento da pele. Sua permeabilidade é
moderada 2 dgua e pouca em relacdo aos lipideos. E composta por trés diferentes tipos de
linhagens celulares: os queratindcitos, os melandcitos e as células de Langerhans e de Merkel.
E subdividida em camadas tais como a germinativa, espinhosa, granulosa, ldcida e cérnea. A
camada germinativa, também conhecida como basal, ¢ a mais profunda e faz limite com a
derme. O pigmento melanina, presente na epiderme, protege os tecidos subjacentes contra os
efeitos nocivos da luz ultravioleta. A epiderme possui poros invaginantes de foliculos
pilossebdceos e de glandulas sudoriparas, os quais penetram na derme, contendo também
anexos cutaneos como o pé€lo e a unha. O processo de renovacgdo celular epitelial acontece de
forma permanente, o que proporciona gradativa substituicio da superficie externa. A
vitalidade destes tecidos é mantida por difusdo de oxigénio e nutrientes provenientes de vasos
sanguineos dérmicos.

A derme € a camada intermedidria da pele, responsavel pela vascularizagcdo cutanea,

manuten¢do do potencial hidrogenidnico, protecdo antimicrobiana e antifiingica e pela
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resisténcia e elasticidade da cutis. Apresenta em sua constituicdo tecido conjuntivo, fibras
coldgenas e eldsticas, terminagdes nervosas, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e musculo
eretor de pélo. Pode ser dividida em camada papilar (mais externa) e reticular (mais interna).
A derme contém diferentes tipos de células, dentre elas fibroblastos, fibrécitos, mastécitos e
leucécitos sanguineos, especialmente neutréfilos, eosinéfilos, linfécitos e mondcitos. E uma
camada que fornece base firme para a epiderme e para os outros anexos cutianeos. As fibras
coldgenas proporcionam for¢a de tensdo e as eldsticas dao flexibilidade a pele. Plexos
vasculares fornecem sangue para a epiderme, sem penetrd-la, no entanto. O mecanismo de
termorregulacdo é proporcionado pelo controle realizado pelo hipotdlamo e pelas fibras
nervosas simpdticas sobre o fluxo sanguineo da derme.

A estrutura da hipoderme, também denominada de tecido subcutianeo, oferece
protecdo contra lesdo traumdtica, promove o isolamento térmico e proporciona reserva

calérica. Tém em sua estrutura os adipdcitos, que sdo envolvidos em feixes de tecido

conjuntivo e agrupados em lobos gordurosos.

r=—— Pele com pélo ——==— Pegle glabra —m~

Disco de
Merkel —

i
]
)
]
I
I
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__ll,.'.'_________

!

Limite " = o
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(Fonte: BEAR et al., 2002)

Figura 1. Representacao das camadas que compdem a pele.
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Virios fatores interferem no processo de cicatrizagdo, como desnutricdo, infecgao,
diabetes, obesidade, uso de corticdides, quimioterdpicos e radioterapia.

Assim, neste estudo, as lesdes foram causadas em ratos sauddveis, com peso e idades

bastante aproximados (GUIMARAES, 2002; TOWSEND, 2005).

1.2 - Classificacao das feridas e processo de cicatrizacao

Guimaraes (2002) e Towsend (2005) definiram como ferida toda lesao que leve a
interrupcao da continuidade de um tecido corpéreo, podendo ser causada por qualquer tipo de
trauma fisico, quimico, mecanico ou desencadeada por uma afec¢do clinica, que aciona as
frentes de defesa organica (CESARETTI, 1998).

A grande maioria das lesdes no organismo € reparada pela regeneracdo das células
parenquimais, seguidas de uma regeneracao acentuada do tecido conjuntivo. Na ocorréncia de
perdas parciais de espessura da pele forma-se um codgulo, que seca em seguida para
promover certa protecdo a lesdo. A partir disso inicia-se entdo um processo de migracao
celular, sendo este o primeiro evento responsédvel pelo reparo tecidual. E possivel dizer,
portanto, que perdas parciais de tecido cicatrizam-se por epitelizacdo. Em escoriagdes
superficiais, mas que ndo comprometem a membrana basal ocorre uma regeneragdo tecidual,
mas quando a membrana basal € atingida, este resultado € insatisfatério (FERREIRA, 2003;
CANDIDO, 2001).

De acordo com a literatura, a cicatrizagdo € classificada como primeira, segunda ou

terceira intengdo (AMORIN, 2005; DANTAS, JORGE, 2005).

a) Cicatrizacdo de primeira intencido: ocorre em ferimentos com perdas minimas

de tecidos e cujas bordas sdao aproximadas ou fechadas por sutura.
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b) Cicatrizacao de segunda intenc¢ao: ocorre quando as bordas da ferida nao estdo
aproximadas, ou seja, ndo estdo apostas, por perda tecidual, como em queimaduras ou em
ferimentos profundos que sdo deixados abertos para formagao de tecido de granulacdo. Nesse

caso, o tecido de granulacdo preenche a ferida e esta se contrai e “reepiteliza-se”.

¢) Cicatrizacao de terceira intencdo (ou primdria tardia): ocorre quando a ferida
aberta € fechada secundariamente, dias apds a lesdo, cicatrizando assim por primeira intencao
tardia. Geralmente essas feridas sao mantidas abertas para a resolu¢ao de edema e infeccao.

No processo de cicatrizagdo que, segundo Guimaraes (2002) e Towsend (2005), o
definem como complexo, especialmente nos casos que envolvam feridas consideradas

cronicas, € composto por trés etapas denominadas fase inflamatoéria, proliferativa e de

maturacdo (BLANES, 2004).

a) Fase inflamatoria: ocorrem os processos de hemostasia, onde o endotélio
estimula a acdo plaquetdria liberando citocinas e ativando a formacdo de fibrina. Com a
formacdo do trombo, hd migracdo de polimorfonucleares, com posterior liberagdo de citocinas
e outros potentes mediadores inflamatdrios. Nessa fase a ferida € caracterizada por grande

quantidade de tecido desvitalizado, em virtude da possibilidade de contaminacdo bacteriana.

b) Fase proliferativa: onde a proliferacdo de fibroblastos dd origem a uma
fibroplasia e formagdo de tecido de granulacdo, com proliferacio de células endoteliais e

angiogénese, com a ativacdo de queratindcitos iniciando a “epitelizacao” do tecido.

¢) Fase de maturacdo: no qual é iniciado o processo de “remodelacdo” da ferida,

com equilibrio entre sintese e degradacao de coldgeno.
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1.3 — Terapia Larval

A terapia larval consiste na aplicacao de larvas vivas estéreis de dipteros obtidas em
laboratorio, sobre lesdes, feridas cronicas ou infectadas, tendo como finalidade a
cicatrizagdo, a partir da remog¢do de secrecdo e tecido necrosado pelo inseto, facilitando
assim, o processo de cicatrizacio (MARTINI, SHERMAN, 2003). Esse procedimento é um
modo alternativo para promover o desbridamento de feridas, e resultados de pesquisas
publicadas e acessiveis na literatura, t€m revelado que a terapia larval € muito mais eficaz
para este fim quando comparada a outros tratamentos convencionais (SHERMAN et al.,
1995; 2000; DOROTHY, 2000).

A terapia larval foi descoberta acidentalmente nos campos de batalha, durante a
primeira guerra mundial e, consideravelmente utilizada durante as décadas de 30 e 40,
indicada em casos de feridas infectadas de dificil cicatrizagdo como osteomielite, abscessos,
queimaduras, feridas de pacientes diabéticos, ulceras de pressdo, lesdes traumdticas, tumores
e gangrenas intratdveis (MARTINI, SHERMAN, 2003).

Os primeiros relatos sobre terapia larval sdo de autoria de Ambroéise Pare, cirurgido
militar francés, de 1557 (MILLINGEN, 1848). Outros relatos datam de 1829, feitos por
Dominic J. Larrey cirurgido do exército de Napoledo, observando que quando larvas se
desenvolviam nas feridas dos soldados em batalha, o processo de cicatrizagdo acelerava,
prevenindo assim o aparecimento de infec¢do, embora nenhum tipo de pesquisa tenha
evoluido a partir de tais observacdes. Em 1860, J. F. Zacarias, cirurgido confederado da
guerra civil americana, também utilizou larvas de moscas varejeiras no tratamento de feridas
com o proposito de limpar e cicatrizar as lesdes, contudo suas experiéncias nao foram bem
documentadas (SHERMAN, PECHTER, 1988). Apenas em 1917, William Baer, professor e

clinico de cirurgia ortopédica da Faculdade de Medicina Johns Hopkins em Maryland, EUA,
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realizou o primeiro estudo cientifico com terapia larval. Durante a primeira guerra mundial,
o clinico observou que dois soldados feridos que tinham ficado perdidos no campo de
batalha por uma semana, com fraturas e feridas abdominais cheias de larvas, apresentaram
granulacdo sem evidéncias de febre ou septicemia (ERDMAN, 1987; HINSHAW, 2000).
Adicionalmente, em 1927, Baer também introduziu a terapia larval para o tratamento de
mais de 100 casos de osteomielite cronica. Porém, ao continuar utilizando essa técnica,
observou que muitos pacientes desenvolveram o tétano e entdo concluiu que era necessario
esterilizar as larvas, antes de iniciar o tratamento (MARTINI, SHERMAN, 2003).

No momento, paises como Inglaterra, Estados Unidos, México, Alemanha, Bélgica e
Israel vem estudando a utilizagdo de terapia larval para tratamento de feridas e, embora seja
um tratamento que tenha mais de um século, continua sendo uma alternativa eficaz e atual
(COURTENAY, 1999). Wolf e Hanson (2003) observaram os efeitos da terapia larval em 74
pacientes com feridas cronicas de vérias etiologias, tendo registrado resultados eficazes em
86% dos casos, com uma unica aplicacdo de larvas; nos demais, a resposta negativa foi
devido a morte das larvas. Adicionalmente, Sherman (2003) avaliou a aplicacdo de terapia
larval em 103 pacientes e concluiu que o tratamento proposto foi mais efetivo que os
convencionais anteriormente prescritos.

Macdougall e Rodgers (2004) reafirmaram que a terapia larval pode ser
recomendada para qualquer tipo de ferida, Horn et al (1976) para mastoidite, TEICH,
MYERS (1986) para outras mais severas na pele,ja que, uma das maiores vantagens deste
tratamento, € a destruicdao do tecido necrosado promovido pelas larvas, e a preservacdo do
tecido vivo em cerca de 80 a 95% dos casos. Concomitante ao desbridamento, promover boa
cicatrizagcdo da ferida, é outro fator também importante na recuperacao das lesdes. Pavillard
(1957) assinalou que nas secrecdes das larvas, registrado pela primeira vez na década de

1930 por Simmons (1935), ha potentes substancias antimicrobianas, que incluem alantoina,
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uréia, fenilacetaldeido, carbonato de cdlcio e enzimas proteoliticas. Thomas et al. (1999b),
Mumcuoglu et al. (2001) e Klotzbach et al. (2002) observaram ainda que as bactérias que a
principio ndo morrem por essas secre¢des, posteriormente, ao serem ingeridas, eram
eliminadas no interior das larvas. Isto explica, por exemplo, porque feridas contaminadas por
Staphylococcus aureus metilcilina-resistente cicatrizam-se bem apds o tratamento com
terapia larval.

Virios autores também relataram a diminui¢do do odor desagraddvel, oriundo do
tecido necrético, da intensidade da dor, prevencao ao risco de septicemia, chegando até, em
alguns casos, a evitar amputagdo de membro ou, se houver tal ocorréncia, com menor perda
tecidual (MUMCUOGLU et al., 1997; 1998; MUMCUOGLU, 2001; WOLFF, HANSON,
2003). Courtenay et al. (2000) mencionaram ainda que a terapia larval poderia evitar a
hospitalizagdo e a cirurgia de pacientes com feridas cronicas, assim como reduzir o uso de
antibioticoterapia.

Um contraponto observado e relatado por Mumcuoglu (2001) € a ocorréncia de
sensacdo de prurido durante o processo terapéutico que pode ocorrer em aproximadamente
25% dos pacientes em tratamento, os quais acabam por fazer uso de algum tipo de
analgésico para aliviar este sintoma. Ao que parece reacdes como prurido local sdo
comumente relatadas por pacientes na literatura (MARCONDES, 2006), podendo ocorrer
desde o inicio, logo apds a aplicacdo das larvas, e persistir por vdrias horas.

Outro ponto importante a ser assinalado € que a aplicacdo ndo € indicada para lesdes
que apresentem sangramento, tenham comunicacdo com uma cavidade ou 6rgdo interno ou
quando estdo localizadas préximas a grandes vasos (CHILD et al., 1931; THORNTON et al.,
2002).

Em suma, a terapia larval trata-se de uma mifase secunddria, induzida de modo

artificial e controlada, onde sdo avaliados quais poderiam ser os efeitos negativos sobre 0s
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tecidos sadios. Os efeitos negativos estdo relacionados ao uso de espécies inapropriadas que
se alimentam preferencialmente de tecidos vivos, ou da introdu¢do de um niimero excessivo
de larvas na ferida, podendo ocorrer dor, sangramento, febre e mal estar geral, ou outras
complicagdes nao previstas (COURTENAY et al.,, 2000; SHERMAN et al.,, 2001;
WOLLINA et al., 2002).

Segundo Zumpt (1965), mifase pode ser definida como uma infestagc@o por larvas de
moscas em vertebrados vivos que, ao menos por certo periodo, se alimentam de tecido morto
ou vivo do hospedeiro, de suas substancias corpéreas ou da comida ingerida pelo mesmo. As
mifases sao classificadas em trés tipos: obrigatdria, na qual o inseto se alimenta apenas de
tecidos vivos; facultativa, na qual as larvas se desenvolvem em tecido morto de animais
vivos, mas também sdo capazes de se desenvolverem em matéria organica em
decomposicdo; e acidental, onde s6 ha a procura de um hospedeiro na falta de outro recurso
alimentar (LINHARES, THYSSEN, 2007).

Quanto ao nimero de larvas a serem aplicadas, isto pode depender de vérios fatores
tais como: idade do paciente, tamanho das larvas, quantidade de tecido necrosado, extensdao
da ferida e que tipo de processo de cicatrizacdo € objetivado. Em média sdo utilizadas de
cinco a dez larvas por centimetro quadrado de drea lesada, por um periodo de no maximo trés
dias. Caso se faca necessdrio, nova aplicacdo de larvas poderd ser indicado ou recomendado,
sendo a remogdo das larvas um procedimento simples, efetuado com o uso de pinga e solugdo
salina estéril (SHERMAN, PECHTER, 1988; THOMAS et al., 1996; HINSHAW, 2000;

SHERMAN et al., 2000).

1.4 — Espécies candidatas ao uso em terapia larval
Segundo Mulder (1989) € muito importante conhecer a biologia das moscas das quais

serdo selecionadas as larvas para procedimentos bioterdpicos, de modo a obter as mais
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adequadas em termos de idade e tamanho, durante o ciclo de vida do inseto que serd mantido
em laboratdrio para esta finalidade. Um dos aspectos cruciais para a selecao da espécie de
inseto para ser usada nesse tipo de tratamento, estd o conhecimento aprofundado de sua
histéria natural € comportamento, para assegurar que os imaturos se alimentardo apenas e
unicamente de tecido necrosado, sendo entdo chamados de necrobiontéfagos (MARCONDES,
2006; ECHEVERRI et al., 2010).

Nos Estados Unidos e na Europa as espécies de dipteros mais reconhecidas para esse
fim sdo as pertencentes a familia Calliphoridae, especialmente Lucilia sericata (Meigen) e
Phormia regina (Meigen), classificadas como parasitas facultativos e que t€ém, entre outras
vantagens, um rdpido desenvolvimento, facilitando a criagdo in vitro (GREENBERG,
GEORGE, 1985; HINSHAW, 2000; MARTINI, SHERMAN, 2003). Na Colémbia, Echeverri
et al. (2010) reportaram um caso de utilizagdo de larvas de Lucilia eximia (Wiedemann) para
terapia larval, no entanto, com o registro de um caso de miiase obrigatéria que fora
ocasionado por esta espécie no territério brasileiro (MORETTI, THYSSEN, 2006), a
recomendacao para seu uso deve ser cautelosa ou simplesmente ndo viabilizada.

A maioria das espécies pertencentes a Calliphoridae (Figura 2), exceto as da
subfamilia Mesembrenellinae, sdo moscas de coloracdo escura com reflexos metdlicos
azulados, esverdeados, violdceos ou cupricos, principalmente no abddomen, sendo conhecidas
popularmente no Brasil por moscas varejeiras (BUZZI, 1994; LENKO, PAPAVERO, 1996).
Podem apresentar desde hébitos biontéfagos até necréfagos, portanto causando mifases desde
obrigatdrias como facultativas, respectivamente, assumindo assim, grande importincia nas
areas da saude humana e animal (BAUMHOVER, 1966).

No Brasil e na América Latina por ser essa uma drea ainda incipiente (FIGUEROA
et al.,, 2006; ECHEVERRI et al., 2010), os relatos feitos em literatura (MARCONDES,

2006) baseiam-se na aplicagdo de larvas de moscas ndo endémicas, como por exemplo,
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Phormia Regina (Meigen) (Calliphoridae) ou de distribuicdo geografica restrita, como por
exemplo, Lucilia sericata Meigen (Calliphoridae). Avaliar de maneira pritica o uso de
dipteros mais abundantes e de ampla distribui¢do geogréfica como os do género Chrysomya

(Calliphoridae) (Figura 3) (DEAR, 1985), parece ser mais vidvel dentro da nossa realidade

de trabalho.

2mm

Figura 2. Dois representantes de dipteros da familia Calliphoridae: Chrysomya putoria
(Wiedemann) (A) e Chrysomya megacephala (Fabricius) (B).

Nos Estados Unidos percebe-se que o avango € considerdvel, inclusive pelo fato de
que em 1930 larvas de L. sericata tinham aprovacdo da “Food and Drug Administration”
(FDA) para serem produzidas comercialmente pela industria farmacé€utica, embora tenha a
técnica de desbridamento larval sido substituida pelas cirdrgicas, anos mais tarde, em
especial a partir do desenvolvimento dos antibidticos que prometiam a principio serem
superiores.

Com o aumento da propor¢do de idosos na populagdo e da incidéncia de Diabetes

mellitus, com populagdo estimada em 10 milhdes apenas no Brasil, e de internacdes por vérias
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patologias, tem aumentado a quantidade de casos de lesdes de dificil cura ou cicatrizacao,
como as escaras de leito e as feridas ligadas a diabetes (CBD, 2002). A resisténcia a varios
antibiéticos, mesmo aos mais modernos, também torna crescente o interesse por novas
técnicas, procedimentos e materiais para tratamento de feridas, sendo a terapia larval uma
das opg¢des aparentemente mais importantes neste caminho, tendo em vista que as larvas nao
promovem a selecdo de bactérias por resisténcia, ao contrario, seria uma das formas de

tratamento mais eficiente considerando a ag¢do antibacteriana das secre¢des larvais.

(Fonte: BAUMGARTNER, GREENBERG, 1984).

Figura 3. Distribui¢do de dipteros do género Chrysomya nas Américas.

Adicionalmente, a terapia larval pode ser muito ttil, especialmente em regides de

nivel socioecondmico precério, ndo s6 por sua facil aplicabilidade e grande eficiéncia, mas
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pelo baixo custo envolvido (Tab. 1), uma vez que envolve tecnologia simples sem depender
de material sofisticado e/ou importado para sua realizacdo, e que pode ser desenvolvida,
sobretudo em pequenos laboratérios, com uma reduzida equipe de trabalho a qual pode ser

facilmente capacitada.

Tabela 1. Comparacdo do custo efetivo para o tratamento de lesdes tomando como base
cinco formas distintas de terapéutica.

Lesio de 2,5 cm®

Tipo de terapéutica Lesio de 10 cm?
Custo semanal Custo mensal
(em reais — R$) (em reais — R$)
Sulfadiazina 80,00 320,00
Colagenases 83,00 332,00
custo mensal
Alginato de célcio e bota de anteriormente
uma 57,00 280,00 citado passa a ser
semanal
Hidrocoléide 40,00 200,00

(placa 10x10 cm)

Gaze e soro fisiologico 0,9%

L. 15,00 60,00
estéreis

(Fonte: CARMO et al., 2007)
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2 - Objetivos Gerais

Nesta pesquisa foram investigados aspectos sobre a bionomia de imaturos de insetos

de interesse médico, tendo como foco:

1.

Avaliar o uso de hipoclorito de sédio em duas concentracdes (0,5 e 1%) como agente
esterilizante e a viabilidade das larvas pds-esterilizacdo de Chrysomya megacephala
(Fabricius) e Chrysomya putoria (Wiedemann) (Diptera: Calliphoridae) para uso em

terapia larval;

Avaliar se as espécies Chrysomya megacephala e Chrysomya putoria sdo candidatas
favordveis ao uso em terapia larval para tratamento de feridas cutaneas, usando como
modelo animal ratos Wistar e abordando entre outros, a qualidade e o tempo de
tratamento, o comportamento dos imaturos (durante a aplicacdo terapéutica) e a
quantidade necessaria de larvas a serem utilizadas, considerando o tamanho da lesdo, para

viabilizar o uso prético desta terapéutica.
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3 - Testes de esterilizacio e avaliacdo da viabilidade das larvas de dipteros
(Calliphoridae) pés-esterilizacdo para uso em terapia larval *

Sterilization of larvae for larval therapy

Sterilization tests and evaluation of viability of blowflies larvae (Diptera: Calliphoridae)

post-sterilization for use in larval therapy

Maria José Trevizani Nitsche '*, Wesley Augusto Conde de Godoy ? & Patricia J acqueline

Thyssen !

lDepartamento de Parasitologia, UNESP, Botucatu, SP, Brazil. 2 Departamento de Entomologia e
Acarologia, ESALQ, Piracicaba, SP. Brazil.

+ Corresponding author: zecatre @fmb.unesp.br

Abstract

The larval therapy involves the intentional application of live dipterans larvae on non-healing skin,
chronic or infected wounds of human or animal for the purpose of selectively cleaning out the necrotic
tissue from a wound, disinfection, thus facilitating the healing process. Despite the easy applicability,
to ensure greater safety and success in this procedure is crucial to certify the sterility of the larvae to
be used. The main objective of this study was to evaluate the sterilization process and the viability
post-sterilization of Chrysomya megacephala (Fabricius) and Chrysomya putoria (Wiedemann)
(Diptera: Calliphoridae) larvae treated in sodium hypochlorite. The choice of species was motivated
by the ease of collecting them in all Brazilian territory, taking into account their behavior and biology
already described in literature. For tests of sterilization were used 3 groups containing 20 eggs of each
species where: CG (control group), in which the eggs were immersed in bi-distilled water for 1 and 3
minutes and then washed again for 5 min; 0.5% SHG (5% sodium hypochlorite group) and 1% SHG
(1.0% sodium hypochlorite group), whose the eggs were washed for 1 and 3 min in each solution.
Each test was replicated 3 times. After, the eggs were placed in 4 ml of sterile peptone water, vortexed
and aliquots of 0.1 and 1 ml from serial dilution to 10 inoculated in plate count agar (PCA) and blood
agar; incubation (at 37°C) and readings were performed at every 24 and 48 h. The eggs were
transferred to a plate on sterile filter paper and remained in a climatic chamber for 18 h until hatching.
In both groups, 0.5% SHG and 1% SHG, bacterial growth was not observed on cultived media,
contrasting with the CG. However, 0.5% SHG showed the best results related to survival and viability
of larvae.

Key words: larval therapy, Diptera, sterilization, wounds, treatment.

* A redacio deste capitulo segue as normas recomendadas, de estruturagdo e citagdes bibliograficas, para
publicagdo no periddico cientifico Memorias do Instituto Oswaldo Cruz.
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3.1 — Introducao

A terapia larval consiste na aplica¢do de larvas de moscas (Diptera: Calliphoridae)
vivas, estéreis e criadas em laboratorio, sobre lesOes, feridas cronicas e/ou infectadas, tendo
como finalidade a cicatrizagdo tecidual (Martin e Sherman 2003). O procedimento é uma
alternativa para o desbridamento de feridas, empregando as larvas para remog¢ao de secrecdes
e limpeza do tecido necrosado (Sherman et al. 2000). Além disso, pesquisas prévias t€m
revelado que a terapia larval € muito mais eficaz para o desbridamento das feridas do que
outros tratamentos convencionais (Sherman et al. 1995).

Levantamento realizado no final da década de 90 no Reino Unido registrou que a
terapia larval estava sendo utilizada em cerca de 350 hospitais e clinicas, e que muitos dos
pacientes que foram acompanhados durante e apds seu tratamento obtiveram grande sucesso
no processo de cicatrizagdo por meio dos insetos (Courtenay 1999). Na Universidade da
Califérnia, Sherman (2003) que talvez seja o maior entusiasta dessa técnica, acompanhou 18
diabéticos com feridas que nao cicatrizavam: alguns receberam tratamento convencional com
antibidticos topicos, hidrogel e desbridamento cirtrgicos, e outros foram submetidos a terapia
larval, que se mostrou mais seletiva e eficiente em desbridar as feridas em 80% a 95% dos
Ccasos.

Apesar da facil aplicabilidade, para garantir maior seguranga € sucesso no
tratamento, dois aspectos devem ser considerados: técnicas eficientes para esterilizacdo dos
ovos, que permite a eclosdo de larvas assépticas as quais, por sua vez, serdo aplicados nas
lesdes, visando ndo desencadear outras infec¢des além das ja existentes em um tecido
injuriado (Simmons 1935), além da garantia de que a espécie selecionada para tal fim
terapéutico utilizard, durante o seu processo de alimentagdo na ferida, somente tecido
necrosado (Marcondes 2006).

A superficie dos ovos de moscas €, em geral, contaminada por inimeros patégenos,
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que necessitam ser removidos para a utilizacdo adequada da terapia larval (Iversen 1996). As
técnicas propostas para esterilizagdo de ovos de moscas incluem desde o uso de solucdes que
contéem cloreto de sodio, dlcool, 4cido hipocloridrico, formalina, hidréxido de sddio,
hipoclorito de sédio, agar do bacto, cloroexidina, antibiéticos, até luz ultravioleta (Baer 1931;
Simmons 1935; Greenberg & George 1985; Iversen 1996; Sherman & Wyle 1996;
Mumcuoglu 2001; Varzim 2005; Torres 2005; Figueroa et al. 2006; Echeverri et al. 2010).

Ha relativamente poucas espécies que sdo reconhecidamente promissoras para o uso
em terapia larval em todo o mundo, em especial, nas regides tropicais, esta informacao é
ainda mais escassa. Sendo assim, neste estudo foram avaliados procedimentos para
esterilizacdo de ovos de Chrysomya megacephala (Fabricius) e Chrysomya putoria
(Wiedemann) (Diptera: Calliphoridae) obtidos em laboratério para fins terapéuticos,
mensurando também a viabilidade e a sobrevivéncia dos imaturos pds-processo de
esterilizacdo. Essas espécies foram selecionadas tendo em vista a facilidade de obtencdo de
exemplares devido a ampla e notdvel distribuicdo geografica destes dipteros em todo o

territério brasileiro, pela facil manuten¢do em laboratério (Estrada et al. 2009) e pelo

comportamento necrofagico registrado em literatura.

3.2 — Material e Métodos

Obtengdo dos exemplares para estudo - Colonias de espécimes adultos das duas
espécies alvo do presente estudo, foram estabelecidas a partir de coletas realizadas em
ambiente natural utilizando-se armadilhas apropriadas (Moretti et al., 2009) para este fim, as
quais continham como isca figado bovino cru e viscera de frango, expostas por 24 horas no
Campus de Rubido Junior e na Fazenda Lageado/Edgéirdia da UNESP, municipio de

Botucatu, SP (22°53'09"S: 48°26'42"0). Os espécimes capturados foram anestesiados por
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aproximadamente 60 segundos, por meio de baixas temperaturas (-20°C), para proceder as
identifica¢des com o uso de chave taxondmica (Mello 2003).

Apo6s a identificagdo, adultos de cada espécie eram depositados separadamente em
gaiolas plasticas transparentes (30x30x50 cm) com aberturas laterais revestidas por telas de
ndilon (Figura 4 — anexo), alimentados com dietas a base de acticar e proteina constituidas por
solucdo acucarada e figado bovino cru, permanecendo em sala climatizada sob condicdes de
temperatura (26x1°C), fotoperiodo (12 horas) e umidade relativa do ar (70+£10%) controladas.

Como substrato para oviposicdo, foi oferecido carne bovina moida crua. Apds a
postura, grupos de 60 ovos foram retirados da carne com o auxilio de um pincel fino, e
depositados sobre papel filtro umedecido em dgua bidestilada, presente no interior de uma
placa de Petri estéril.

Grupos experimentais — Para os testes de esterilizacdo foram montados trés grupos
experimentais contendo 20 ovos de cada espécie onde: GC (grupo controle), no qual os ovos
foram imersos apenas em dgua bi-destilada estéril por 1 e 3 minutos, respectivamente, em
seguida lavados novamente em dgua bi-destilada estéril por cinco minutos; GHS 0,5% (grupo
hipoclorito de sédio 5%) e GHS 1% (grupo hipoclorito de sédio 1%), cujos ovos foram
lavados por 1 e 3 minutos, respectivamente, cada por¢ao de 20 unidades sendo tratada em um
unico tipo de solugdo, sendo em seguida lavados em dgua bidestilada estéril por cinco
minutos. Foram feitas trés réplicas para cada teste proposto, manipulando todo o material
bioldgico e ndo-bioldgico dentro de capela de fluxo laminar (Figura 5 — anexo).

Confirmagdo da esterilizagdo e verificacdo da viabilidade larval — Para averiguar
qual concentragdo efetivamente cumpriria seu papel de esterilizaria das amostras sem, no
entanto, prejudicar a viabilidade e sobrevivéncia dos imaturos pds-processo de esterilizacdo
para uso em terapia larval, os ovos pds-tratamento foram transferidos para tubos contendo 4

ml de solucdo peptonada estéril, homogeneizados em “Vortex” por 5 minutos (Figura 6 —
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anexo) e aliquotas de 0,1 e 1 ml desta “solucdo de enxdgiie” oriundas de cada grupo (GC,
GHS 0,5% e GHS 1%) foram retiradas para inoculacdo, apés diluicdo seriada até 10, em
meios de cultivo seletivos de uso exclusivo para crescimento de microorganismos.

Os meios aqui utilizados foram o “plate count agar” (PCA), apropriado para o
crescimento de bactérias, e o Agar sangue, apropriado para o crescimento de bactérias com
propriedades hemoliticas, tendo sido feitos dois tipos de semeaduras: espalhamento por
superficie e estriamento por esgotamento (Figura 7 — anexo). Ap6s inoculagdo as placas foram
incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C para proceder a leitura dos resultados apds 24 e 48
horas.

Depois de todo o processo acima descrito ter sido cumprido, os ovos finalmente
foram colocados em placas de Petri estéreis, forradas com papel filtro também estéril e
umedecido com solu¢do bidestilada de soro fisioldgico a 0,9%, tendo sido entdo mantidos por
18 horas em camara climdtica com temperatura controlada (25£1°C), para aguardar a eclosao
das larvas. Apds esse periodo, foi contado o nimero de imaturos e uma andlise de variancia
de um fator (ANOVA) feita para medir possiveis diferengas quanto a taxa de eclosdo e a
viabilidade de larvas com 24 horas pds-eclosdo frente cada tipo de tratamento proposto. Teste
de comparagdes miultiplas de Tukey foi realizado para comparar as médias. Para todas as
andlises foi considerado um nivel de significincia global de 5% e usado o pacote estatistico

SAS® (SAS Inst. 2006).

3.3 — Resultados e Discussao

O hipoclorito de sédio, independente da concentragdo testada, mostrou ser um
eficiente agente desinfetante para a limpeza de ovos de moscas a serem aplicadas em terapia
larval. O cultivo da “solucdo de enxdgiie” usada no processo final de desinfec¢do dos ovos em

dois meios distintos seletivos para o crescimento de bactérias corrobora este fato. Tendo em
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vista que ndo foi observado o crescimento de quaisquer coldnias de bactérias apds o periodo
de incubacdo do material, ao contrario do que ocorreu com o grupo controle, no qual fora
utilizada somente dgua bidestilada estéril, que a principio ndo atua nem como inibidor e ndo
tem atividade bactericida (Figura 8). Adicionalmente, a auséncia de crescimento bacteriano
nos meios referentes aos dois grupos de tratamento (GHS 0,5% e GHS 1%), denota que o uso
deste agente desinfetante torna seguro, a posteriori, a aplicagao das larvas que eclodirdo p6s-
esterilizacao sobre lesdes visando a terapia larval.

Uma elevada gama de agentes desinfetantes para aplicacdo sobre ovos ou larvas de
dipteros sao relatados na literatura corrente e a variacdo entre um produto ou uma substancia
estd associada, sobretudo, aos mecanismos pelos quais atuam para eliminar ou diminuir o
nimero de microorganismos, tais como aqueles que agem sobre a membrana citoplasmatica
(por exemplo, clorexidina), fixam a membrana citoplasmdtica (como por exemplo,
formaldeido e glutaraldeido) ou que oxidam os constituintes celulares (como por exemplo,
cloro ou hipocloritos e iodo ou iodéforos), além da questdo do custo. Desse modo, a escolha
deve ser norteada tendo como partida a eficiéncia da esterilizacdo, relacdo custo/beneficio e,
obviamente, respeito a manuten¢do da sobrevivéncia ou viabilidade do inseto, sendo
necessdrio averiguar o grau de sensibilidade frente a uma substincia que lhe € exdgena,
condi¢do esta que pode variar entre diferentes espécies a serem consideradas.

Entre algumas vantagens de se fazer uso do hipoclorito de sédio, estd sua acdo
rapida, observacdo confirmada pelos resultados aqui obtidos quanto ao tempo requerido para
lavagem dos ovos de apenas 1 e 3 minutos, além de ser um bactericida de amplo espectro,
esporicida, desinfetante e virucida. E um produto que apresenta um baixo custo e por ndo se

tratar de substancia que necessite controle sobre sua venda, também € de fécil aquisicdo.

Quanto a taxa de eclosdo, considerando os grupos GHS 0,5% e GHS 1%, esta foi

significantemente menor quando comparada aos resultados obtidos para o grupo que nio teve
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contato com hipoclorito para ambas as espécies (F= 27,88; p< 0,0001), mas a diferenca nao
foi significativa entre tratados e ndo-tratados em relagdo a viabilidade (F= 1,8106; p= 0,19)
(Tabela). Isto indica que tanto C. putoria quanto C. megacephala apresentam boa tolerancia e
resisténcia a esse agente desinfetante.

Varzim (2005) testou a ac@o de oito substancias quimicas esterilizantes em diferentes
concentracdoes e por tempos variados sobre ovos de C. putoria e somente para trés
(formaldeido, permanganato de potdssio e hipoclorito de sédio) foram obtidas taxas de
eclosdo superiores a 60%. Porém, a autora ndo incluiu a utilizacdo do meio de cultivo Agar
sangue em seus testes microbioldgicos para certificar-se de que bactérias hemoliticas ndo se
desenvolveriam quando usados exclusivamente formaldeido e hipoclorito de sddio. Outro
agravante € que o permanganato de sédio ndo inibiu de forma eficiente o crescimento
bacteriano, tendo sido registradas mais de 300 unidades formadoras de col6nias em meio
PCA.

Figueroa et al. (2006) registraram um trabalho no qual aplicaram larvas estéreis de
Lucilia sericata Meigen (Diptera: Calliphoridae) em pacientes com ulceras cronicas, obtidas a
partir de ovos que tinham sido tratados com hipoclorito de sédio 0,5%, seguido de formol
10%, com esterilidade comprovada por resultados negativos em inoculacdes feitas em Agar
sangue e em caldo triptosado.

Os resultados alcancados neste estudo mostram que a desinfeccdo de ovos de
dipteros feita por meio de hipoclorito de sddio, € uma técnica eficaz a ser empregada para as
espécies C. megacephala e C. putoria visando a obtencdo de larvas estéreis para uso em
terapia larval. O mais recomenddvel seria o uso de hipoclorito de sédio na concentragdo de
0,5%, por termos observado melhores resultados relacionados a eclosdo e viabilidade larval
neste grupo, em vista daqueles pertencentes ao GHS 1%, além do fato das médias de
exemplares obtidos no grupo GHS 0,5% nao terem diferido significativamente em relagdo ao

controle (Tabela). Advertimos ainda que os testes microbioldgicos devam fazer parte da rotina
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de averiguacdo da desinfeccdo efetuada para que a terapia larval possa ser utilizada com

seguranca e sucesso para fins terapéuticos.

3.4 — Referéncias

Baer WS 1931. The treatment of chronic osteomyelitis with the maggot (larva of the blowfly).
J. Bone Joint Surg. 13: 438-474.

Courtenay M 1999. The use of larval therapy in wound management in the UK. J. Wound
Care 8: 177-179.

Echeverri MIW, Alvarez CR, Higuita SHE, Idarraga JCW, Franco MME 2010. Lucilia eximia
(Diptera: Callphoridae), uma nueva alternativa para La terapia larval y reporte de casos
en Colombia. latreia 23: 107-116.

Estrada DA, Grella MD, Thyssen PJ, Linhares AX 2009. Taxa de Desenvolvimento de
Chrysomya albiceps (Wiedemann) (Diptera: Calliphoridae) em dieta artificial acrescida
de tecido animal para uso forense. Neotropical Entomol. 38: 203-207.

Figueroa L, Uherek F, Yusef P, Lépez L, Flores J 2006. Maggot therapy in patients with
chronic skin ulcers. Parasitol. Latinoam. 61: 160-164.

Greenberg B, George J 1985. Caliphora vicina, Phormia regina and Phaenicia cuprina. In:
Handbook of Insect Rearing. vol 1. Elsevier, New York, 25-33.

Iversen E 1996. Methods of Treating Injuries of Work Animals. Buffalo Bull. 15: 34-37.

Marcondes CB 2006. Terapia Larval: de lesoes de pele causadas por diabetes e outras
doengas. Editora da UFSC, Santa Catarina, 89 pp.

Martini RK, Sherman RA 2003. Terapia de Desbridamento com Larvas. J. Bras. Med. 85: 82-
85.

Mello RP 2003. Chave para identificacao das formas adultas das espécies da familia




Testes de esterilizacdo e avaliacdo 25

Calliphoridae (Diptera, Brachycera, Cyclorrhapha) encontradas no Brasil. Entomol. y
Vect. 10: 255-268.

Moretti TC, Thyssen PJ, Solis DR 2009. Breeding of the Scuttle Fly Megaselia scalaris in a
fish Carcass and Implications for the use in Forensic Entomology (Diptera: Phoridae).
Entomol. Gen. 31: 349-353.

Mumcuoglu KY 2001. Clinical applications for maggots in wound care. Am. J. Clin.
Dermatol. 2: 219-227.

SAS — Statistical Analysis System Institute Inc. 2006. SAS user’s guide: statistics. 6™ ed.
Cary, USA.

Sherman RA 2003. Maggot therapy for treating diabetic foot ulcers unresponsive to
conventional therapy. Diabetes Care 26: 446-451.

Sherman RA, WYLE FA 1996. Low-cost, low-maintenance rearing of maggots in hospitals,
clinics and schools. Am. J. Trop. Med. 54: 38-41.

Sherman RA, Wyle F, Vulpe M 1995. Maggot therapy for treating pressure ulcers in spinal
cord injury patients. J Spinal Cord Med. 18: 71-74.

Sherman RA, Hall MJR, Thomas S 2000. Medical Maggots: an Ancient Remedy for some
Contemporary Afflictions. Ann. Rev. Entomol. 45: 55-81.

Simmons SW 1935. A bactericidal principle in excretions of surgical maggots which destroys
important etiological agents of pyogenic infections. J. Bacteriol. 30: 253-267.

Torres MLM 2005. Efeito de quatro antibidticos sobre larvas de Chrysomya putoria
(Wiedemann) (Diptera: Calliphoridae) para utilizacdo em Bioterapia. Dissertacdo de
Mestrado, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 79 pp.

Varzim FLSB 2005. Esterilizacio de ovos de moscas varejeiras Chrysomya putoria
(Wiedemann, 1830) (Diptera: Calliphoridae) para utilizagdo em Bioterapia, Disserta¢ao

de Mestrado, Universidade Estadual de Campinas, 72 pp.




Testes de esterilizacdo e avaliacdo 26

Fig 8: Placas de Petri contendo os meios de cultivo “plate count agar” (PCA) e agar sangue
apos inoculacdo e periodo de incubagdo de 48 horas, mostrando o crescimento bacteriano para
o grupo experimental GC (grupo controle) e o sucesso na esteriliza¢cdo do grupo GHS 0,5%

(hipoclorito de sédio 0,5%).

CG

SHG 0.5%
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TABELA
Média e desvio-padrao (x£SD) referente a taxa de eclosdo e viabilidade (%) de larvas com 24
horas pos-eclosdao de Chrysomya megacephala (CMEG) e Chrysomya putoria (CPUT)

(Diptera: Calliphoridae) frente a diferentes tratamentos de desinfecc@o para uso em terapia

larval.

Grupos Taxa de eclosao (%) Viabilidade (%)
experimentais CMEG CPUT CMEG CPUT
Controle 92,044,6 * 93,0+3,9 * 97,7%1,5 * 99,0+1,0 *

(n = 60) (n = 60) (n=54) (n =56)
80,0+5,0 * 82,2+4,0 * 97,0+1,9 * 98,040,9 *
GHS 0’5(7 b b b b b b b b
? (n = 60) (n = 60) (n=48) (n=49)
72,046,9 ** 75,342,5 ** 95,343,1 * 97,3+1,5 *
GHS 1%
v (n = 60) (n = 60) (n=43) (n=45)

* ndo ha diferenca significativa entre as médias de acordo com o teste de Tukey (p> 0,05)
** ha diferenca significativa entre as médias de acordo com o teste de Tukey (p< 0,05)
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4 - Uso da terapia larval na recuperacio de lesdes utilizando como modelo ratos Wistar *

Nitsche et al: Recovery from injuries by M. J. T. Nitsche

larval therapy Universidade Estadual Paulista, UNESP,
18610-000. Botucatu, Sdo Paulo State,

Journal of Medical Entomology Brazil.

Direct injury, myiasis, forensics E-mail: zecatre @fmb.unesp.br

Use of larval therapy to recover from injuries using Wistar rats as model
M. J. T. Nitsche 1, J. A. Perez 3, W. A. C. Godoy 2, P.J. Thyssen !

"Dep. Parasitology, UNESP, Botucatu, SP, Brazil. > Dep. Entomology and Acarology,
ESALQ, Piracicaba, SP, Brazil. 3 Center of Agricultural Science and Environmental,

UNICENTRO, Guarapuava, PR, Brazil.

ABSTRACT The larval therapy involves the application of sterile live flies maggots
laboratory-reared on chronic or infected wounds in order to heal and remove necrotic tissues
and secretions. This study aimed to evaluate the performance of larvae of Chrysomya
megacephala and Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae) in the debridement of wounds
with necrotic tissue and secretion. It were used as animal models 20 male Wistar rats with an
average of 15 weeks of life and weighing 350 g. All animals were placed individually in
plastic cages where water was offered ad libitum. The animals were anesthetized with
pentobarbital 0.1 ml/100 g for induction of skin wounds. Then, in the lumbar region, were
applied subcutaneously 0.1 ml of 1:9 hydrochloric acid (using sterile distilled water as
diluent). Larvae from each dipteran species were sterilized with 0.5% NaCl and kept in a
climatic chamber at 25°C until they reached 24 hours post-hatching. On each lesion produced
were applied from 5 to 10 larvae/cm?, which were covered with gauze and adhesive tape.
After 16 h the bandage was removed and observed that the larvae were still alive, staying only
at the injury site, without invasion of healthy tissues, and the disappearance of the necrotic
tissue and pus. In the control group, without the application of maggots, the necrotic tissue
and secretion increased, when considered the same interval time. Skin fragments of 1 cm?
from the lesion were removed from both groups of treated and control, and placed in
formaldehyde solution for histopathological analysis. This material was embedded in paraffin
and 5 pm cuts produced were stained by HE for further observation. Microscopica and
histologically, the results showed growth of granulation tissue after removal of the larvae. The
results show that larval therapy can be applied successfully to facilitate the healing process.

KEYWORDS blow flies, biotherapy, cicatrization, Brazil.

* A redacio deste capitulo segue as normas recomendadas, de estruturacio e citacdes bibliograficas, para
publicagdo no periddico cientifico Journal of Medical Entomology.




10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

Uso da terapia larval 29

4.1 - Introducao

Terapia larval envolve a introdugao intencional de larvas de moscas (Diptera) vivas
e estéreis em locais onde haja lesdes tanto no homem quanto em animais domésticos, a fim de
desbridar a lesao, removendo o tecido necrético fibrinoso, de modo a prover e/ou facilitar o
crescimento do tecido de granulagdo e, conseqiientemente promover a cicatrizagao (Martin e
Sherman 2003). O efeito terapéutico desse tipo de terapia sobre feridas agudas ou crdnicas,
com ou sem infecc¢des, deve-se a sinergia de multiplas substancias com trés principais modos
de acdo: desbridamento, desinfeccdo e estimulacao da cicatrizacao (Fleischmann et al 2004).
Além disso, pesquisas prévias tém revelado que a terapia larval é muito mais eficaz para o
desbridamento de feridas quando comparada a outros tratamentos convencionais que fizeram
uso de antibidticos tépicos, hidrogel e procedimentos cirdrgicos (Sherman et al. 1995,
Sherman 2003).

O desbridamento trata-se de uma interven¢ao que consiste em eliminar o tecido
necrético de uma ferida, o qual pode interferir diretamente no processo de recuperacio e
cicatrizacdo (Soares et al. 2009). As larvas realizam essa tarefa de forma eficiente por conta
de ter uma digestao do tipo externa, ou seja, por secretarem seu suco digestivo que contém
enzimas proteoliticas sobre o substrato alimentar que serd explorado em busca de energia para
manutencao da vida, absorvendo posteriormente o produto final. A existéncia de pequenas
placas e ganchos que compdem o aparelho bucal rudimentar dos imaturos (Thyssen 2010)
facilita ainda mais a penetracdo de tais enzimas, o que provavelmente estimula a secrecao de
citoquinas pelo hospedeiro ajudando na recuperacao do trauma (Fleischmann et al. 2004).

Apesar da facil aplicabilidade, para garantir maior seguranca € sucesso no
tratamento, dois aspectos devem ser fortemente considerados: (1) o uso de larvas
esterilizadas, visando nao introduzir outros patégenos e desencadear mais infec¢des, além das

jé existentes, em um tecido injuriado (Simmons 1935), e (2) assegurar-se que a digestdo dos
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tecidos pela espécie selecionada para fins terapéuticos nao seja indiscriminada, e sim a faca
exclusivamente sobre tecidos necréticos, secre¢des e/ou fibrina, ndo sobre tecidos humanos
saudaveis (Marcondes 2006 Sherman et al 2007).

Nas décadas de 1970 e 1980, a este tipo de tratamento usando larvas era empregado
como udltimo recurso nos casos de infeccdes mais resistentes (Horn et al. 1976, Teich e Myers
1986). A partir de 1990, ha um ressurgimento e uma nova luz é lancada em relacdo a essa
medida terapéutica devido, sobretudo, ao aparecimento de bactérias resistentes aos
antibidticos, promovendo-a entdo para o status de assisténcia médica moderna. O sucesso de
ensaios clinicos alcancados por Sherman e Petcher (1988) na Califérnia no tratamento de
feridas em pacientes que tinham histérico de fracasso a partir de dois ou mais tratamentos
convencionais atraiu a atencao internacional e a aceitacao imediata da terapia larval.
Recentemente, Echeverri et al. (2010) registraram que a terapia larval produziu resultados
significativos no desbridamento de tdlceras cronicas causadas por insuficiéncia venosa e/ou
arterial, erisipelas, vasculites e demais condigdes.

Grande parte dos relatos feitos em literatura indica a aplicacdo de larvas de dipteros
nao endémicos em nosso pais como, por exemplo, Phormia regina Meigen (Calliphoridae),
ou de distribui¢do geografica restrita como, por exemplo, Lucilia sericata (Meigen)
(Calliphoridae). Avaliar de maneira prética o uso de insetos mais abundantes, que ndo
apresentem sazonalidade marcante e de ampla distribui¢do geografica em locais com
temperaturas médias acima de 20°C como os do género Chrysomya Robineau-Desvoidy
1830 (Diptera: Calliphoridae) (Correa et al. 2010), parece ser mais viavel dentro de nossa
realidade de trabalho.

Por ser essa uma drea ainda incipiente em nossa regido de estudo, hé relativamente
poucas espécies que sdo reconhecidamente promissoras para o uso em terapia larval. Sendo

assim, este estudo teve como objetivou avaliar o desempenho de larvas estéreis de Chrysomya
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megacephala (Fabricius) e Chrysomya putoria (Wiedemann) no desbridamento de feridas
com tecido necrotico e secre¢ao usando como modelo animal ratos da linhagem Wistar. Essas
espécies foram selecionadas tendo em vista a facilidade de obten¢ao de exemplares devido a
ampla e notavel distribuicdo geogréfica destes dipteros em todo o territério brasileiro, pela
facil manutencao em laboratdrio e pelo comportamento necrofigico registrado em literatura

(Estrada et al. 2009).

4.2 — Materiais e Métodos

Obtencao, preparacao e confirmacio do processo de esterilizacao dos exemplares
para uso terapéutico. Todos esses procedimentos e metodologias seguem descritos em
Nitsche et al (2010).

Modelo experimental. Foram utilizados como modelos animais ratos machos da
linhagem Wistar tendo em média 15 semanas de vida e com massa corporal aproximada de
350 gramas, provenientes do Laboratério Experimental da Clinica Médica da Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP, SP, Brasil, classificados como “germs free”. Esses
permaneceram acondicionados, individualmente, em gaiolas plasticas forradas com maravalha
esterilizada em autoclave, com oferecimento de dgua e racao ad libitum (Fig. 9 — anexo).

Induciao das lesoes nos animais. Inicialmente os animais foram anestesiados com
pentobarbital (0,1 ml/100 mg) para retirada dos pélos da regiao lombar, com uso de aparelho
elétrico, para aplicacdo de 0,1 ml de solu¢do 1:9 de 4cido cloridrico e dgua bidestilada estéril
na mesma regido, por via subcutanea e nao transfixante (Fig. 10).

Grupos experimentais. Para avaliar o desempenho das larvas das duas espécies,
Chrysomya megacephala e C. putoria, no processo de cicatrizagdo das lesdes induzidas foram
montados dois grupos experimentais: (1) denominado controle, cujo tratamento preconizado

foi o desbridamento mecanico, sem aplicagao de larvas, utilizando técnicas assépticas, isto &,
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limpeza da ferida e remogao das secrecdes e de tecido necrotico utilizando gaze e soro
fisiolégico a 0,9% estéreis; e (2) denominado terapé€utico larval, cujo tratamento, sobre as
lesdes induzidas apGs 48 horas, foi feito com aplicagdo de 5-10 larvas estéreis/cm? de ambas
espécies de Chrysomya, ap6s assepsia local com soro fisiolégico a 0,9% estéril. Em todos os
casos, sem (grupo controle) e apds a colocagdo das larvas, as lesdes foram cobertas por gaze
estéril e esparadrapo (Fig. 11) para ndo permitir a invasao de outros insetos € nem o abandono
dos imaturos aplicados.

Em seqiiéncias pré-estabelecidas de 1, 2, 14, 21 e 28 dias, ap6s 48 horas da aplicacao
do 4cido via subcutanea, foram realizadas as eutandsias dos animais provenientes dos grupos
controle e tratados por desbridamento larval, com dose inalatéria de gas de forma a abreviar a
dor ou sofrimento. Foram respeitados todos os critérios de metodologia para evitar a dor, onde os
animais atingiram o estado de inconsciéncia e morte o mais breve possivel, com um minimo de
contencdo e evitando excitabilidade. Em seguida foram fixados a mesa cirirgica para a coleta
de fragmentos das lesdes para andlise histopatolégica.

Analise histopatolégica. Foram retirados fragmentos de tecido com 1 cm? de
dimensao, tomando como ponto de partida a borda até o centro da lesdo, tanto dos animais
controle quanto dos tratados (que passaram por desbridamento larval), os quais foram
acondicionados em solu¢ao de formalina tamponada 10% por 48 horas e posteriormente
armazenados em metanol. Para inclusdo em parafina com cera de abelha, as amostras foram
lavadas em 4gua, desidratadas e diafanizadas. Os blocos de parafina foram entdo submetidos a
cortes histologicos de 4-6 um, os quais foram desparafinizados, reidratados, montados sobre
laminas e corados por hematoxilina eosina (HE), para posterior observacado e andlise em

microscépio 6ptico comum.
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4.3 — Resultados e Discussao

LesOes nos animais. A partir de 24 horas, devido a ac¢do do &4cido cloridrico,
formaram-se lesdes com um tamanho médio de 2 c¢m’ com perda tecidual (dérmica,
epidérmica e subcutanea) evidente. Apds 48 horas, as lesdes tornaram-se mais profundas, com
perda adicional de tecido muscular e presenca de secre¢des purulentas, fibrina e tecido
necrético (Fig. 12).

Tratamento larval. O numero de larvas aplicadas variou de acordo com a
profundidade/caracteristica de cada lesdo (Tabela 1). Apds 16 horas, o curativo foi removido
de todos os animais e pudemos constatar que houve desaparecimento do tecido necrético e da
secrecdo purulenta nos grupos tratados (Fig. 13), tanto com a utiliza¢do de larvas da espécie
C. megacephala quanto de C. putoria, ou seja, ndo foram observadas diferencas quanto ao
processo de desbridamento quando consideramos os dois insetos em questdo, sendo
indiferente o uso de uma ou de outra. Outro fator positivo observado foi de que as larvas se
encontravam vivas, permanecendo apenas no local da lesdo, sem invasdo de tecidos
sauddveis.

Echeverri et al. (2010) relataram o wuso de Lucilia eximia (Wiedemann)
(Calliphoridae) pela primeira vez como uma espécie alternativa no desbridamento de ulceras,
sendo observada uma maior efici€éncia quando comparada ao uso de L. sericata, dada a sua
acdo mais rdapida de desbridamento, o que reflete na possibilidade das larvas permanecerem
um menor tempo nas lesdes e conseqiientemente nos pacientes que recebem o tratamento. No
entanto, em nossa regido de estudo, existe um relato de mifase primdria ocasionada por essa
espécie (Moretti e Thyssen 2006), fazendo nos pensar que seria importante investigar este

comportamento mais aprofundadamente antes de recomendar seu uso terapéutico.
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A partir da observagao do aspecto das lesdes induzidas que produzimos em laboratério
devemos assinalar também que hé a necessidade das mesmas estarem umidas, para permitir a
sobrevivéncia das larvas que serdo ali depositadas e facilitar o desbridamento. Figueroa
(2006) ao usar a técnica do curativo oclusivo associada a aplicacdao de larvas com a missao
final de limpar as feridas ressaltou 0 mesmo problema.

Ap6s a retirada das larvas, foi realizado um acompanhamento didrio dos animais dos
grupos tratados e controle para observar o andamento do processo cicatricial tendo sido
registrado que, apds o periodo de sete dias, as lesdes apresentavam reduzidas e com um
tamanho em média de 1 cm” j4 em fase de maturacio (Fig. 14). Além disso, os animais
haviam recuperado o peso inicialmente perdido, que fora de 30% apds 48 horas da instalacdo
da lesao induzida. Depois de 12 dias, as lesdes eram minimas, sem sinais visiveis de infeccao
(Fig. 14).

No grupo controle, o tecido necrosado e a secrecdo aumentaram significativamente
(Fig. 15) considerando o mesmo periodo de observacdo efetuado para os animais que
receberam o tratamento com larvas. Nas lesdes mais profundas, houve formagdo de crostas
que necessitavam ser removidas para propor possibilidade de crescimento tecidual. A perda
de peso persistiu e passou a ser mais acentuada a partir do sétimo dia. Para evitar maior
sofrimento ao animal foi realizada a eutandsia.

Com relagdo as principais dificuldades encontradas, evitar o escape das larvas foi um
fator importante para o alcance do desbridamento tecidual efetivo e, adicionalmente, a perda
de vida das larvas pela falta de oxigénio devido ao excesso de secrecdes. Essas desvantagens
foram contornadas através da colocacdo de curativos com gaze estéril, tendo um pequeno
orificio central para entrada de oxigénio e um reforco da fixag@o por esparadrapo, dificultando

a retirada do curativo pela possivel causa de quaisquer incomodos. A existéncia de tais
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incomodos foi observada através da tentativa de retirada dos curativos pelos animais e

agitacdo dos mesmos.

Analise histopatolégica. A partir da andlise dos cortes histoldgicos processados foi
possivel observar um aumento na espessura da epiderme, infiltrado inflamatério e uma
proliferacdo das fibras coldgenas, que se apresentam menores e adelgacadas, diferente do que
fora registrado antes do tratamento (Fig. 16). Os achados histopatolégicos mostraram
organizacao tecidual e crescimento de tecido de granulacdo depois da retirada das larvas (Fig.
17), vindo de encontro com o esperado, a partir da observacdo macroscépica da lesdo, que é

positivo o sucesso da terapia larval como método de desbridamento de lesdes.

As lesdes que receberam o tratamento larval melhoraram rapidamente muito
provavelmente pelo pronto aparecimento do tecido de granulacdo, que preenche a lesdo e
simultaneamente o epitélio que a recobre, ocorrendo a diminuicdo de seu tamanho e
cicatrizagdo total local. Esse mecanismo deve ser creditado a estimulagdo mecanica
(promovida pelas pecas bucais do inseto durante sua alimentagdo) e as substincias
antisépticas (de acordo com Fleischmann et al. 2004, fruto de sua adaptacdo a flora simbidtica
encontrada no tubo digestério) e hormoénios, produzidos pelo inseto, que atuam como fatores
de crescimento, estimulam o fornecimento de oxigénio a zona afetada e, conseqiientemente, a

reorganizacao tecidual.

Um dos fatos mais importantes observados nesta pesquisa foi o desaparecimento de
toda secrecdo e tecido necrético em um periodo de apenas 16 horas em 100% dos animais
tratados, com o fechamento da les@o de 10 a 12 dias depois de iniciado o tratamento, uma
eficacia que pode ser comprovada macroscopicamente e pela andlise histopatoldgica,

utilizando dipteros das espécies Chrysomya megacephala e C. putoria.

Em 2002, registros indicavam que a terapéutica larval ja estava sendo empregada em

mais de 2000 centros de satde (Fleischmann et al. 2004). No ano seguinte, um 6rgao
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governamental dos Estados Unidos, a FDA (Food and Drug Administration) determinou que a
regulacdo desse tratamento devesse se ajustar ao de quaisquer outros de recomendacao
médica. Atualmente, estima-se que o nimero de centros que devam aplicar essa terapia no
mundo inteiro provavelmente exceda os 10.000, no entanto, no Brasil a terapia larval ainda

ndo se encontra regularizada por falta de estudos em humanos.

O baixo custo, fécil aplicabilidade e grande eficiéncia aqui demonstrada, mostram que
o uso de larvas para tratamento de pacientes portadores de lesdes cronicas pode ser uma
alternativa terapéutica vidvel e por que ndo dizer de recomendac@o compulsoéria no que tange

a populagdes que vivem em regides de nivel socioecondmico precario.
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Fig. 10. Vista dorsal do animal anestesiado e preparado para aplicacao da solucao de

acido cloridrico e agua bidestilada estéril 1:9 para inducao de ferida.

Fig. 11. Aplicacao das larvas estéreis sobre as lesoes e o curativo usado para cobertura.




Uso da terapia larval 39

Fig. 12. Lesao induzida no animal devido a aciao do acido cloridrico com perda tecidual
(dérmica, epidérmica e subcutanea), muscular e presenca de secre¢ées purulentas,

fibrina e tecido necrotico.

Fig. 13. Retirada do curativo ap6s 16 horas e aparéncia inicial da lesao tratada por

larvas.
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Fig. 14. Aparéncia das lesoes nos animais tratados apés o periodo de 7 (A) e 12 (B) dias

depois da retirada das larvas.

Fig. 15. Aparéncia das lesdes nos animais do grupo controle apés o periodo de sete dias

recebendo tratamento por debridamento mecanico com SF 0,9%.
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Lesao superﬂf:lal
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hemorragia difusa {C} & reacao {4) e degeneracao? necrcse.derrnica
inflamatoria monenuclear difusa em (B} e reacao inflamatoria
derme (D) (H&E — 40%) mananuclear difusa [C) (H&F - 40ix)

Lesao Profunda
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Acido: Hemorr3g|a (A} & necrose necrose multifocal (B) e exsudacac
(B} muscular difusa (H&E - 10x) proteica muscular (C) (H&E - 10x}

Fig. 16. Aspecto histologico das lesoes antes do tratamento larval.
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Larvas; Atrofia epitslial com
contiguidade deste {A). organizacao
tecidual e celular dermica [BJ,
hiperemia multifocal {C) & necrose
parcial dermica (D) (H&E —4%)

Larvas: Hemorragia difusa {A).
intensa hiperqueratose (B},
celulas epiteliais foliculares em
desenvolvimento associada e
celulas epiteliais glandulares
sebaceas degeneradas (C)
(HE&E - 10x)

Larvas:Hemorragia focal {4}, intensa
hiperqueratose (B) &
proporcionalidade de celulas epiteliais
de foliculo pileso {C} (HAE - 10x%)

Larvas:Intensa hiperqueratose (4)
hiperpigmentacac (B) € grande
guantidade de celulas epiteliais

picneticags (C) (HRE — 40x)

Fig. 17. Aspecto histologico das lesdes apds o tratamento larval.
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Tabela 1. Numero de larvas (n) aplicadas por cm’ de acordo com a

profundidade/caracteristica das lesoes.

. animais
Numero de larvas Profundidade/caracteristica Animais tratados (n) (n)
(sz) da lesdo Chrysomya  Chrysomya controle
megacephala  putoria
05 superficial 4 4 3
08 mediana 6 6 3
10 profunda 5 5 3

Total de animais analisados 15 15 09
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5 — Conclusoes Gerais

Levando em consideracdo os resultados obtidos no presente estudo, relativos a

terapia larval, podemos concluir que:

As duas espécies estudadas para terapia larval, C. megacephala e C. putoria, se
comportaram de maneira semelhante quando expostas a mesma situagdo, e ambas
suportaram bem a esterilizacao, fator esse, fundamental para aplicacdo das larvas
em lesdes.

Nao houve diferenca no desbridamento em relagdo as duas espécies envolvidas no
estudo, assim, dependendo da sazonalidade, a terapia larval estaria relacionada ao
fator de maior facilidade de obtencdo de uma determinada espécie na regido
geografica.

Os resultados obtidos comprovam que a terapia larval pode ser aplicada

satisfatoriamente facilitando e acelerando o processo de cicatrizagdo.
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7 - ANEXOS

Figura 4. Gaiolas plasticas transparentes e sala climatizada utilizada para cria¢do de insetos.

Figura 5. Material usado durante o processo de esterilizacdo dos ovos em capela de fluxo
laminar.
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Figura 6. Homogeneizacao em Vortex.

Figura 7. Inoculagado das “solu¢des de enxdgiie” em placas de Petri contendo meio de cultivo
Plate Count Agar (PCA) e Agar Sangue.

Figura 9. Gaiolas usadas para acondicionamento dos ratos.
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Copia do certificado de autorizagdo para uso de animais em experimentacao para fins
terapéuticos
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