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RESUMO

A bioterapia ou terapia de desbridamento larval, é a utilizacdao de
larvas vivas de moscas varejeiras para tratamento de feridas de dificil
cicatrizacdo. Este tipo de tratamento foi descoberto acidentalmente em
condicdes de campos de batalha, teve seu auge nas décadas de 1930 e 1940 e
atualmente tem sido utilizado em muitos paises. As larvas aplicadas na ferida
promovem a cura por meio de vdrios mecanismos, como liquefacdo do tecido
necrosado, remoc¢do das bactérias, secrecao de substancias que auxiliam a
cicatrizacdo e estimulam o crescimento de tecido de granulacdo, entre outros.
A aplicagdo é relativamente simples, sendo um tratamento ndo dispendioso
que promove bons resultados onde algumas vezes as terapias convencionais
nao foram efetivas.

Sendo assim, neste trabalho a espécie Chrysomya putoria
(Wiedemann) (Diptera: Calliphoridae), foi selecionada e criada em condig¢des
de laboratdério, para a posterior realizacdo da terapia larval em animais. Nao
obstante, as feridas de pele que ocorrem nos animais sd3o muito contaminadas
e assim, no presente trabalho, foram testados os efeitos da Ampicilina,
Amoxicilina, Cefalexina e Cefalotina sobre o crescimento e desenvolvimento
das larvas de Chrysomya putoria, com a finalidade de selecionar um ou mais
farmacos que poderdo ser utilizados sistemicamente, concomitante a terapia de
desbridamento larval em animais.

Os antibidticos foram adicionados em vdrias concentragdes em meio

utilizado como substrato para as larvas de Chrysomya putoria, onde foram
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introduzidas larvas recém eclodidas e observado o crescimento e
desenvolvimento das mesmas, bem como o nimero de pupas sobreviventes em
cada meio ao final do estdgio larval. Para cada antibidtico e concentracio
testados foram realizadas trés replicatas e um controle.

Foi observado ser a Amoxicilina o fdrmaco que apresentou menor
efeito prejudicial sobre as larvas, sendo portanto o mais seguro a ser utilizado

em conjunto com a terapia larval.

Palavras-chave: Chrysomya putoria; terapia larval; desenvolvimento

larval; feridas e lesOes-tratamento.
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ABSTRACT

Biotherapy or maggot debridement therapy is the use of live blow-fly
larvae for treating non-healing wounds. This kind of treatment was discovered
accidentally in battle field conditions, was commonly practiced during 1930’s
and 1940’s and presently has been used in several countries. Larvae applied in
the wound promote healing by several mechanisms such as liquefing necrotic
tissue, removing bacteria, and by secretion of substances that help healing and
stimulate the growth of granulation tissue. Maggot therapy use is relatively
simple, a non expensive therapy that promote good results where sometimes
conventional therapies are not effective.

In this work the species Chrysomya putoria (Wiedemann) (Diptera:
Calliphoridae) was selected and raised under laboratory conditions for the
future use of maggot therapy in animals. Since the animal skin wounds are
usually infected, in this work the effects of Ampicilin, Amoxicilin, Cefalexin
and Cefalotin were tested on growth and development of C. putoria larvae to
compare with one or more of the tested drugs that will be utilized in
association with larval debridement therapy in animals.

Antibiotics were used in different concentrations and added to the
medium used as growth substract for C. putoria. The growth and
developmental rates as well the number of surviving pupae were recorded.
Three replicates and one control were done for each antibiotic type and
concentration tested.

Amoxicilin was the drug with the least detrimental effect upon the
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larvae and, therefore, was considered the safest to be used in association with

maggot therapy.

Key-words: Chrysomya putoria; maggot therapy; larval development;

wounds and injury-treatment.



I- INTRODUCAO

1. Bioterapia e suas indicacdes

A terapia larval, que é o tratamento de feridas utilizando-se larvas
vivas de moscas, tem aumentado o seu uso e popularizacdo em muitos paises
do mundo, devido a grande eficdcia das larvas em remover tecidos necrosados,
além da seguranca e simplicidade de aplicacdao. Este tratamento, também
conhecido como terapia de desbridamento larval (TDL), bioterapia ou
biocirurgia, consiste na aplicacdo de larvas vivas de moscas (Diptera:
Calliphoridae) em ferimentos que nao cicatrizam, com o objetivo de promover
a remocao do material necrdtico e o crescimento de novos tecidos (SHERMAN
et al., 2000; MARTINI e SHERMAN, 2003).

Os efeitos benéficos da terapia larval sobre a cicatrizacdo de feridas
infectadas tém sido reconhecidos hd centenas de anos. Este processo ocorreu
acidentalmente, sob condicdes de campos de batalhas, onde foi observado que
as feridas infestadas por larvas cicatrizavam mais rapidamente € com menos
complica¢cdes do que aquelas que ndo haviam sido infestadas (THOMAS et al.,
1999b; SHERMAN et al., 2000).

As indicacgdes clinicas para a terapia larval incluem todos os tipos de
feridas infectadas ou necrosadas e de dificil cicatrizacdo, como osteomielite,
abscessos, queimaduras e feridas de pacientes diabéticos, mesmo aquelas

infectadas ou colonizadas por bactérias resistentes a antibidticos, sendo

particularmente efetiva na resolu¢do de feridas contaminadas por



Staphylococcus aureus meticilina-resistente (CHILD e ROBERTS, 1931;
JONES et al., 1998; THOMAS et al., 1999b; COURTENAY, 1999; THOMAS
et al., 2001; THORNTON et al., 2002; WOLFF e HANSSON, 2003).

Também tem sido relatada a importancia das larvas no manejo de
algumas formas de cancer (CHILD e ROBERTS, 1931; JONES et al., 1998;
THOMAS et al., 1999b; THORNTON et al., 2002; SEALBY, 2004). Segundo
HINSHAW (2000), as larvas de moscas podem ser utilizadas no tratamento de
lesdes ulcerativas e certos tipos de tumores benignos e malignos, além das
indicac¢des citadas acima, sendo este tratamento de facil aplicacdo e baixo
custo.

Segundo SHERMAN et al. (1995a) a terapia larval é um método
seguro, simples e barato que pode ser valioso no tratamento de ulceras de
decubito em pacientes com lesdo de medula espinhal. WOLFF e HANSSON
(2003) relatam que a terapia larval é efetiva no debridamento de udlceras de
etiologias variadas, sendo de facil aplicacdo e bem aceita pelos pacientes.

De acordo com MUMCUOGLU (2001a), a TDL pode ser utilizada em
qualquer tipo de ferida purulenta de pele independentemente da causa ou da
localizacdo da mesma, tanto em pacientes hospitalizados como nos
ambulatoriais. Uma das maiores vantagens desta terapia é que as larvas
destroem o tecido necrosado mas preservam o tecido vivo, realizando um
verdadeiro debridamento cirdrgico em cerca de 80 a 95% dos casos em que &
utilizada. Segundo o autor, este € um método simples, bem tolerado e de baixo

custo para o tratamento de feridas e dlceras que ndo respondem ao tratamento



convencional ou a intervencgdo cirdrgica.

Com o objetivo de identificar beneficios, riscos e problemas
associados a pacientes ambulatoriais (ou seja, aqueles que ndo ficam
internados) tratados com a terapia larval, SHERMAN et al. (2001)
acompanharam o tratamento de 21 pacientes por sete terapeutas que realizaram
a terapia larval em ambulatério e também na prépria residéncia do paciente
quando esteve impossibilitado de se locomover ao hospital. O resultado foi
que 95% dos terapeutas e 90% dos pacientes ficaram satisfeitos com a terapia,
sendo que em 86% dos casos houve o desbridamento completo ou significativo
da ferida. Eles concluiram que a bioterapia é uma opc¢do valiosa de tratamento
ambulatorial ou em casa para feridas que ndo cicatrizam, mesmo quando nao
aplicada por médicos.

Em outro estudo, SHERMAN (2002) acompanhou o tratamento de
145 dlceras de pressdo em 103 pacientes e concluiu que a bioterapia foi mais
efetiva no desbridamento destas do que os tratamentos convencionais
anteriormente prescritos.

MUMCUOGLU et al. (1999) avaliaram a eficédcia da terapia larval no
tratamento de feridas crdnicas intrativeis e Ulceras em pacientes
hospitalizados por longos periodos. O desbridamento completo foi observado
em 88,4% dos pacientes; em 7% o desbridamento foi significativo, em 2,3%,
parcial e em 2,3% a lesdo permaneceu sem alteracdo. Em cinco destes
pacientes havia anteriormente indicacdo de amputacdo. Todavia, esta ndo foi

realizada em virtude da eficdcia da terapia larval, sendo que as



estruturas foram preservadas.

Entretanto, segundo THOMAS (1997) esta terapia é contra-indicada
em feridas que sangram com facilidade, feridas que tém comunicacdo com
uma cavidade ou 6rgdo interno e naquelas que estdo muito proximas a grandes
vasos sangiiineos.

A terapia larval consiste, basicamente, de uma mifase secunddria
induzida de modo artificial, cuidadosamente controlada, onde o tratamento
visa balancear os efeitos positivos da atividade das larvas sobre os tecidos
necrdticos, com seus potenciais efeitos negativos sobre os tecidos sadios
(SHERMAN et al., 2000).

Os efeitos negativos sdo decorrentes do wuso inapropriado de
espécies que se alimentam preferencialmente de tecidos vivos ou da
introducdo de um numero excessivo de larvas na ferida (SHERMAN et al.,
2000). As reacdes adversas podem incluir dor, sangramento (COURTNAY et
al., 2000; WOLLINA et al., 2002), pirexia e sintomas semelhantes a influenza
(COURTNAY et al., 2000).

Segundo SHERMAN e PECHTER (1988), as vantagens desta terapia
incluem a reducdo no tempo de cura da ferida e a formacdo de uma cicatriz
pequena, resultantes da maior proliferacdo de tecido de granulacio.

Além disso, outros autores relatam que as larvas promovem uma
diminuicdo do odor desagraddvel proveniente do tecido necrdtico e da
intensidade da dor que acompanham os quadros de feridas cronicas, previnem

o risco de septicemia, chegando em alguns casos a evitar a amputacdo do



membro ou proporcionar que esta seja realizada mais distalmente, com menor
perda tecidual (MUMCUOGLU et al., 1998; 1999; COURTENAY et al., 2000;
MUMCUOGLU, 2001a ; WOLFF e HANSSON, 2003).

Por outro lado, foi observado por COURTNAY et al. (2000), que o
uso da bioterapia pode evitar a hospitalizacdo e cirurgia de pacientes com
feridas cronicas e promover a reduc¢dao da necessidade de antibidticos e de
internacao.

Entretanto, nem todas as larvas de moscas podem ser utilizadas na
bioterapia, mas apenas aquelas que se alimentam unicamente de tecido
necrosado (necrobiontéfagas). As mais utilizadas sdo as larvas pertencentes a
familia Calliphoridae, especialmente as de Lucilia sericata (Meigen) e
Phormia Regina (Meigen), que sdo classificadas como parasitos facultativos
(ARCHIE e ALEXANDER, 1934; THOMAS, 1997; HINSHAW, 2000;
SHERMAN et al., 2000; MARTINI e SHERMAN, 2003). Segundo HALL
(1996) e SHERMAN et al. (2000), as larvas de Lucilia sericata sio as mais
utilizadas porque preferem se alimentar de tecidos necrosados ao invés de
tecidos vivos, raramente invadem Orgdos internos, desenvolvem-se
rapidamente, sdo geralmente fadceis de se cultivar in vitro e os ovos podem ser
manipulados e esterilizados sem dificuldade.

Os Califorideos sdo insetos holometdbolos e seu ciclo de vida
compreende quatro estdgios que sdo ovo, larva, pupa e adulto. As fémeas
adultas produzem grande nimero de ovos que sdo depositados em matéria

orgdnica em decomposicdo, como tecidos de mamiferos e aves (nas partes que



nido sdo cobertas por pélos ou penas), carne crua ou cozida ou ferimentos
abertos. A larva que mede aproximadamente um a dois milimetros, eclode
ap6s um periodo de aproximadamente 24 horas, penetra na matéria organica e
alimenta-se por meio da secrecdo de substancias proteoliticas que
transformam a fonte nutritiva em alimento liquefeito, que serd entdo ingerido.
Ap6s aproximadamente cinco dias, dependendo da temperatura ambiente,
ocorre a maturacdo da larva que atinge de oito a dez milimetros de
comprimento e pira de se alimentar abandonando o alimento e procurando o
solo para pupariagdao. A mosca adulta emerge apds um periodo de uma semana
ou mais, pois seu desenvolvimento é dependente da temperatura e umidade,
sendo que sob condi¢cdes adversas, pode levar de semanas a meses para
emergir (GREENBERG e GEORGE, 1972; SHERMAN, 1996; MARTINI e
SHERMAN, 2003; THOMAS et al., 1999b).

A aplicacdo das larvas medicinais (também chamadas de larvas
desinfectadas ou estéreis) é relativamente simples. As larvas jovens, medindo
cerca de dois milimetros, ja esterilizadas, sdo colocadas na ferida e cobertas
por uma bandagem a fim de conté-las no local. Pode ser utilizada uma tela de
“nylon” sobre as larvas e acima desta, uma camada de gaze para absorver o
exsudato e o tecido liquefeito. O nimero de larvas aplicado na ferida depende
de uma série de fatores como a idade e o tamanho das larvas, a quantidade de
tecido necrosado e a extensdo da ferida, sendo utilizadas em média, de cinco a
dez larvas por centimetro quadrado de 4rea lesada. As larvas devem ser

removidas utilizando-se solucdo salina estéril, em no maximo trés dias e, se



necessario, novas larvas poderdo ser colocadas (SHERMAN e PECHTER,
1988; THOMAS et al., 1996; THOMAS, 1997; HINSHAW, 2000; SHERMAN
et al., 2000)

A duracdo do tratamento vai depender da gravidade e da extensdo da
lesdo, que deve ser observada quanto ao progresso de sua cicatrizacdo.
Entretanto, STEENVOORDE e JUKEMA (2004) analisaram os niveis de
leucécitos, proteina C-reativa e taxa de sedimentacdo eritrocitdria a fim de
avaliar se estes podem ser indicadores para a descontinuidade da terapia
larval. Eles observaram que apenas o nivel leucocitdrio pode ser um parametro
do grau de cicatriza¢do, mas ndo pode substituir a avalia¢do clinica da ferida.

Segundo THOMAS et al. (1996) a faixa etdria dos pacientes que
recebem o tratamento larval varia de trés a 90 anos ou mais. Entretanto,
alguns consideram a idéia repulsiva, uma vez que as larvas estdo associadas a
sujeira, deterioracdo ou morte. Por outro lado, IVERSEN (1996) cita que esta
limitagdo para a terapia larval na medicina humana, que € a resisténcia do
paciente ao tratamento, ndo seria problema na medicina veterindria.

De acordo com MAcDOUGALL e RODGERS (2004), a bioterapia é
subutilizada e mal compreendida, havendo a necessidade de mais pesquisas
qualitativas e quantitativas integrando os interessados nesta terapia,

considerada por eles como uma alternativa eficaz no manejo de feridas.



2. Mecanismo de acao das larvas

Os mecanismos pelos quais as larvas promovem a cicatrizagdo de
feridas ndo sdo totalmente compreendidos, mas podem incluir a producdo
natural de agentes semelhantes aos antibidticos; a secrecdo de agentes com
propriedades cicatrizantes como alantoina e uréia; a alcalinizacdo do pH da
ferida por meio da secre¢do de amonia e carbonato de cdlcio ; a liquefacdo de
tecido necrosado e a ingestdo e destrui¢cdao de bactérias como parte normal de
seu processo de alimentacdo (ROBINSON e BAKER, 1939; ROBINSON,
1940; SHERMAN e PECHTER, 1988; MUMCUOGLU et al., 1998; THOMAS
et al., 1999a; SHERMAN et al., 2000).

Na natureza, a mosca adulta deposita um grande nimero de ovos em
matéria organica e feridas supurativas. As larvas, que eclodem apds
aproximadamente um dia, produzem uma potente mistura de enzimas
proteoliticas incluindo a colagenase, que destréem os tecidos mortos
transformando-os em conteddo semi-liquido, que € ingerido pelas larvas. Esse
potencial de digestdo extra-corpdrea € potencializado pela disposi¢cdao das
larvas que ficam agrupadas e se alimentam com a regido cefédlica voltada para
baixo. As larvas possuem ganchos bucais que sdao utilizados para auxiliar na
locomog¢do e promover o acesso aos tecidos. Microscopicamente pode ser
observado que as larvas utilizam esses ganchos bucais para “escavar” a
superficie do alimento, o que provavelmente possibilita a ruptura das
membranas tissulares, permitindo a penetracdo de suas secre¢des proteoliticas

(THOMAS et al., 1996; THOMAS et al., 1999b; SHERMAN et al., 2000).



SIMMONS (1935) observou inicialmente que alguns fatores
poderiam contribuir, isoladamente ou em conjunto, para eliminar a infec¢do da
ferida, tais como:

- A remoc¢do mecanica das bactérias para fora da ferida, por meio da
estimulacdo da drenagem promovida pelas larvas sobre os tecidos vidveis; a
liquefagcdo enzimdatica dos tecidos necrosados e conseqiiente aumento da
exsudacao.

- A utilizacdo dos tecidos necrosados como alimento pelas larvas,
resultando em condi¢des desfavordveis para o crescimento bacteriano.

- A destruicao das bactérias no interior do trato alimentar das
larvas e o rdpido desenvolvimento de tecido de granulacao.

Entretanto, SIMMONS (1935) concluiu que tais fatores nao eram
suficientes para promover a completa auséncia de infeccdo encontrada em
alguns casos na terapia larval. Dessa forma, o autor desenvolveu um
experimento onde testou a acdo (in vitro) de excrementos de larvas
esterilizadas de Lucilia sericata, sobre culturas de microorganismos de
importancia etiolégica em infeccdes piogénicas, como o Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Clostridium welchii, Proteus vulgaris, entre
outros. O resultado encontrado foi que a exposicdo inibiu o crescimento dos
microorganismos, concluindo que as excrecdes das larvas utilizadas em
bioterapia possuem um potente agente bactericida. Para o autor, a efetividade
demonstrada contra esses microoganismos in vitro explica o sucesso da

bioterapia no tratamento da osteomielite, citado por alguns autores.
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Por outro lado, PRETE (1997) comprovou o potencial dos efeitos da
estimulacdo do crescimento tecidual pelas larvas em tecidos de mamiferos,
realizando a exposicdo de uma cultura de fibroblastos humanos a extratos de
larvas de Phaenicia=(Lucilia) sericata. Semelhante ao citado por SIMMONS
(1935) hd mais de 60 anos, ela concluiu que a cicatrizacdo promovida pela
terapia larval se deve a fatores como, a continua irrigacdo da ferida pelo
abundante exsudato formado pelo hospedeiro em resposta a presenca das
larvas, liquefacdao dos tecidos necrosados, ingestdao e digestdo das bactérias e
secrecdo de alantoina pelas larvas, rdpida formacdo de tecido de granulacdo
estimulada pelo continuo movimento larval sobre a ferida.

ERDMANN e KHALIL (1986) realizaram a identificacdo de dois
compostos antibacterianos, o Acido Fenilacético (PAA) e o Fenilacetaldeido
(PAL), isolados de uma cepa de Proteus mirabilis proveniente de larvas de
moscas varejeiras Cochliomyia hominivorax (Coquerel). Esses autores citam
que o Proteus mirabilis foi isolado de glandulas salivares das larvas
esterilizadas e também do fluido de feridas de animais infestadas por larvas de
insetos. De acordo com ERDMANN (1987), o P. mirabilis € um
endossimbionte em vdarias espécies de varejeiras fazendo parte de sua
microflora normal, sendo benéfico a elas no sentido de controlar o
microambiente interno e externo, inibindo o crescimento de outras bactérias
que poderiam competir com as larvas ou tornar o ambiente da ferida
inadequado a elas.

Segundo ERDMANN (1987), os compostos acima citados,
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demonstraram acdo bactericida quando incubados em uma solu¢do contendo
Salmonella typhimurium, inibindo o crescimento da mesma.

WOLLINA et al. (2002) investigando os efeitos, possiveis
mecanismos de acdo e efeitos colaterais da terapia larval em 30 pacientes com
feridas na perna de origens variadas, concluiram que um possivel modo de
acdo foi o aumento da oxigenacdo tecidual, mensurado por espectroscopia.

Porém, segundo os autores, esta forma de acdo necessita ainda de novos

estudos.
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3. Historia da terapia larval

Os primeiros relatos do uso de larvas em feridas infectadas e
gangrenosas datam de tempos muito antigos, como os dos indios Maias e
tribos Aborigenes da Austrdlia. Um dos primeiros trabalhos escritos sobre a
terapia larval é creditado a Ambrdise Paré, um cirurgido militar francés em
1557. Também ha relatos sobre D. J. Larrey, um cirurgido do exército de
Napoledo, que em 1829 observou os efeitos benéficos da infestacdo de feridas
de soldados por larvas de uma “mosca azul”. J. F. Zacarias, um cirurgido
confederado da Guerra Civil americana em 1860, tornou-se o primeiro a
utilizar as larvas de moscas varejeiras no tratamento de feridas, ao invés do
tratamento convencional, relatando que a terapia larval era mais eficiente que
os métodos comumente utilizados na época, sendo que muitos soldados foram
salvos gracas a ela (ERDMANN, 1987; HINSHAW, 2000; SHERMAN et al.,
2000; MARTINI e SHERMAN, 2003).

O primeiro estudo cientifico sobre o uso medicinal de larvas de
moscas foi realizado por W. S. Baer em 1928. Durante a primeira guerra
mundial , Baer observou que dois soldados feridos que ficaram perdidos no
campo de batalha por uma semana apds a luta, tinham suas fraturas e feridas
abdominais cheias de larvas, mas estas apresentavam granulacdo sem
evidéncia de sepse (ERDMANN 1987; MARTINI e SHERMAN, 2003).

Alguns anos mais tarde, quando se tornou professor de Cirurgia
Ortopédica da “John Hopkins Medical School”, Baer introduziu a terapia

larval no tratamento de seus pacientes e documentou mais de 100 casos de
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osteomielite cronica cujo tratamento foi apenas cirurgico e utilizacdao de
larvas na ferida (ERDMANN 1987; HINSHAW, 2000; SHERMAN et al.,
2000). Nos resultados do tratamento em 87 pacientes, BAER (1931) relatou
que, as larvas eliminavam mintdsculos fragmentos 6sseos e tecidos descamados
pelo trauma cirdrgico, por meio de sua acdo digestiva e em locais onde
nenhum outro tratamento poderia alcancar, além de diminuir o crescimento de
bactérias patogé€nicas e ndo causar reacdo tdéxica como os tratamentos
quimicos.

Seguidas a essas experiéncias, o uso de larvas em feridas passou a
ser comum na década de 1930, particularmente nos Estados Unidos da
América, onde as larvas de Lucilia sericata eram produzidas comercialmente
em grande nimero por uma companhia farmacéutica, Lederle®, aprovado pelo
FDA (“Food and Drug Administration”). Esta forma terapéutica era realizada
em mais de 300 hospitais até a metade da década de 1940, quando comecgou a
ser substituida pelos novos antibidticos e técnicas cirdrgicas que se
acreditavam ser superiores a terapia larval (SHERMAN, 1996b; THOMAS et
al., 1999b, HINSHAW, 2000; SHERMAN et al., 2000).

O final do século 20 testemunhou, no mundo microbiano, o
aparecimento de resisténcia a muitos antibidticos criados e talvez como
conseqiiéncia disto, a comunidade de saide novamente se voltou para o uso
das larvas de moscas (SHERMAN et al., 2000).

A terapia de desbridamento pelas larvas (TDL), como ja relatado,

tem sido utilizada por mais de 60 anos nos Estados Unidos para o tratamento
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de feridas de tecidos moles. Atualmente ela estd sendo também realizada com
muito sucesso em outros paises como Alemanha, Inglaterra, Holanda, Suécia,
Bélgica e Israel (SHERMAN, 1996b; SHERMAN et al., 2000; MUMCUOGLU,

2001a; MARTINI e SHERMAN, 2003).
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4. Utilizacao da bioterapia em medicina humana e veterinaria

Inimeros experimentos e relatos de caso tém sido descritos
relatando a eficdcia da terapia larval em medicina humana.

MUMCUOGLU (1997) relata o caso de um paciente diabético com
ferida gangrenosa e osteomielite em regido podal ndo responsiva a
antibioticoterapia, ao qual ja havia sido indicada a amputag¢dao, que obteve a
cura apds sete meses sendo tratado duas vezes por semana com a terapia
larval. Este autor e seus colaboradores (MUMCUOGLU et al., 1999)
realizaram um estudo dos casos de utilizacdo da terapia larval em vérios
hospitais e clinicas em Israel.

No final da década de 90, COURTENAY (1999) tracou um perfil da
utilizacdo da bioterapia no Reino Unido (Inglaterra) e concluiu que esta vinha
sendo utilizada em mais de 350 hospitais e instituicdes para o tratamento de
feridas dos mais variados tipos. Mais recentemente, o mesmo autor e alguns
colaboradores, realizaram o acompanhamento de 70 pacientes em nove
hospitais da Inglaterra que foram tratados com sucesso por meio da terapia
larval (COURTENAY et al., 2000)

Comparando o tratamento larval em tlceras venosas com terapias
modernas como o hidrogel, WAYMAN et al. (2000) concluiram que a
bioterapia se mostrou mais efetiva tanto no aspecto clinico, como em relacdo
ao custo do tratamento.

WOLLINA et al. (2002) investigando os efeitos, possiveis

mecanismos de acgcdo e efeitos colaterais da biocirurgia, acompanharam 30
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pacientes com feridas de origens variadas em membro pélvico, onde o
desbridamento larval teve acdo rdpida e seletiva e o tratamento foi bem
tolerado na maioria dos pacientes.

SHERMAN (2003), um pesquisador da Universidade da Califérnia,
Irvine, Estados Unidos da América, publicou muitos artigos sobre a terapia
larval em medicina humana, sendo talvez um dos maiores incentivadores desta
opc¢ao terapéutica na atualidade. Em um de seus estudos, ele acompanhou
dezoito pacientes diabéticos com feridas que ndo cicatrizavam, dos quais
alguns grupos receberam tratamento convencional a base de curativos com
gase umedecida em solugcdo salina, antibidticos tépicos, hidrogel,
hidrocoléide e debridamento cirdrgico e outro a bioterapia. O autor concluiu
que, a bioterapia foi mais efetiva e eficiente em desbridar feridas diabéticas
do que o tratamento padrdo convencional para este tipo de ferida (SHERMAN,
2003).

HUSAIN e FALLAT (2003) relatam o caso de um paciente com
ferida localizada no pé, provocada por extensiva perda tecidual decorrente de
amputacdo transmetatarsial, a qual apresentou fechamento completo com o
uso da terapia larval sem complica¢cdes adversas ou necessidade de outras
intervencoes.

Os pesquisadores ingleses, MAcDOUGALL e RODGERS (2004)
relatam um caso de sucesso onde a terapia larval, utilizada no tratamento de
um paciente com ferida pds-cirdrgica necrosada e muito dolorosa, foi efetiva

e segura no desbridamento tecidual, permitindo uma melhor cicatrizacao.
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A terapia de desbridamento larval, apesar da grande importancia
cientifica e da bem sucedida utilizacdo em humanos, com raras exce¢des, nao
tem sido aplicada na Medicina Veterindria (SHERMAN et al., 2000). Um dos
poucos relatos a respeito da terapia larval na literatura veterindria é o
experimento realizado por DICKE (1953). Ele utilizou larvas de moscas
Lucilia sericata cultivadas em laboratério e ndo esterilizadas, no tratamento
de uma lesdo por Actinomicose na mandibula de um bovino da ragca Guernsey
de seis anos de idade. Ele relata que, a lesdo encontrava-se em estigio
avancado, tendo surgido dois anos antes do estudo, apresentava aspecto de
tumoracdo e inflamacdo, envolvendo estruturas adjacentes a ela e dificultando
a respiracdo e ingestdo de alimentos pelo ruminante. Apesar do estado
debilitado do animal, alguns dias apds o inicio da terapia larval, ele jd era
capaz de se alimentar e apds trés meses ja havia recuperado sua condic¢do
fisica e capacidade respiratdria.

Segundo HINHSAW (2000), as escoriacdes ou cortes infectados
assim como as fraturas decorrentes do confinamento de grandes animais,
podem ser tratados pela terapia larval, reduzindo o uso de antibidticos na
medicina veterindria e conseqiientemente, os residuos destes na carne e leite.
Por outro lado, a utilizacdo de antibidticos no tratamento de feridas em
eqiiinos afeta o delicado balan¢o normal da flora gastrintestinal, o que na
terapia larval ndo ocorreria. Os animais de companhia também podem ser
beneficiados com a bioterapia no tratamento de certos tipos de tumores

benignos ou malignos como ocorre na espécie humana, quando seus
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proprietdrios nao tem condi¢cdes de pagar um tratamento cirdrgico ou
quimioterdpico de alto custo. Entretanto, segundo o autor, a medicina
veterindria parece estar muito atrds da medicina humana na utiliza¢do da
terapia larval.

IVERSEN (1996) relata que, a bioterapia tem sido utilizada no
tratamento de ulceras cronicas e feridas purulentas e fistuladas, produzidas
por equipamentos de trabalho de grandes animais, como cangas, arreios e
selas, que ndo respondem a outro tipo de tratamento.

Uma vez que a terapia larval é freqlientemente empregada em
processos infecciosos ou destrutivos persistentes, os pacientes tratados
geralmente recebem concomitantemente uma antibioticoterapia oral ou
parenteral (SHERMAN et al., 1995).

Segundo KNOWLES et al. (2001) a terapia larval tem sido utilizada
ha muitos anos no “Manchester Diabetic Center” (Manchester, Estados Unidos
da América) para debridamento de udlceras diabéticas nos pés. Eles relatam o
caso de um paciente com ferida diabética associada a grave infeccdo
secunddria e osteomielite, tratado com a Dbioterapia associada a
antibioticoterapia a base de Clindamicina e Ciprofloxacina, onde ndo ha
citacdo de que estes fdrmacos tenham interferido na acdo das larvas.

Em um caso relatado por CHAFFEY (1997), uma paciente com
ferida causada por picada de inseto tratada pela terapia de debridamento
larval, recebeu concomitantemente antibioticoterapia intravenosa durante

certo periodo, e esta ndo interferiu na acdo das larvas sobre a ferida, sendo o
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tratamento concluido com grande sucesso. De acordo com HINSHAW (2000)
as larvas podem ser utilizadas concomitantemente ao tratamento convencional
com antibidticos sistémicos.

Entretanto, os efeitos dos farmacos antibidticos sobre as larvas de
moscas usadas na biocirurgia sao ainda pouco conhecidos. SHERMAN et al.
(1995b) testaram in vitro o efeito de sete antibidticos, Ampicilina,
Cefazolina, Ceftizoxima, Clindamicina, Gentamicina, Mezlocilina e
Vancomicina, utilizados no tratamento de feridas de pele em humanos, sobre
o crescimento e desenvolvimento de larvas de Lucilia sericata, utilizadas em
bioterapia. Eles concluiram que as doses que promoveram uma maior
mortalidade das larvas estdo acima das eventualmente prescritas para tratar
infec¢cdes em pacientes humanos, e que as larvas sdo capazes de sobreviver e
promover a cicatrizagdo na ferida normalmente, a despeito da presenca de
componentes antimicrobianos.

Porém, os fdrmacos testados no estudo acima citado, com excecao
da Ampicilina, ndo sdo os mais comumente utilizados para o tratamento de
feridas em pequenos animais, nem tampouco as doses utilizadas sdo as

mesmas para humanos e animais.
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5. Justificativa e objetivo

Até o presente momento ndo se tem relato da utilizacdo da bioterapia
em animais de companhia como cdes e gatos e poucos relatos a respeito desta
terapia em outros animais domésticos, conforme citado anteriormente. Além
disso, em virtude das feridas que ocorrem na pele desses animais serem muito
contaminadas na sua maioria, algumas vezes o clinico terd que fazer uso de
algum fdrmaco antimicrobiano para auxiliar a cicatrizacdo, mesmo optando
em fazer uso da terapia larval, e neste caso, a falta de dados a respeito da
influéncia dos antibidticos sobre as larvas e sua ac¢do nas feridas, pode ser um
fator limitante.

Os principais microorganismos isolados nas feridas de pequenos
animais sdo os Staphylococcus spp. coagulase-positivos, Pasteurella spp. e
Escherichia coli , além dos anaerdébicos como os Bacteroides,
Fusobacterium, Peptostreptococcus, Clostridium e Actinomyces. Esses
patégenos sdo comumente encontrados principalmente nos ferimentos por
mordedura, visto que nesses casos ocorre a introducdo de bactérias orais sob a
pele, mas também em feridas cirdrgicas (ROSIN et al., 1998).

Segundo ROSIN et al. (1998), a sensibilidade antimicrobiana dos
principais microorganismos presentes nas feridas de pele de pequenos
animais, Staphylococcus spp. € Escherichia coli , aos antibidticos comuns
pode ser bastante varidvel de acordo com o fdrmaco escolhido. Em um estudo,
a Ampicilina mostrou uma efetividade de 37% e 55% contra os

Staphylococcus spp. e E. coli, respectivamente, enquanto que tanto a



21

Cefalotina como a Cefalexina apresentaram 99% e 67% de efetividade,
respectivamente, contra os microorganismos citados. De acordo com o autor,
a selecdao dos antibidticos deve ser realizada considerando-se tanto a sua
efetividade contra o provdvel patégeno, como outros fatores como a
toxicidade, o pre¢o e a administragdo mais conveniente. A escolha pode
basear-se nos resultados de cultura e testes de sensibilidade, ou
preferencialmente tomar como base os dados acumulados dos registros da
clinica.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo selecionar uma
espécie apropriada para a prdtica da terapia larval em nosso meio, bem como
testar a acdo de alguns fdrmacos antibidticos utilizados na rotina da clinica de
pequenos animais, sobre o crescimento e desenvolvimento de dipteros da
familia Calliphoridae, que se alimentam de tecidos em decomposicdo e que
tem facilidade de adaptacdo as condi¢des climéticas do Brasil.

Os farmacos testados no presente trabalho foram selecionados com
base no que a literatura apresenta como sendo efetivos, assim como na
freqiiéncia de utilizacdo dos mesmos no tratamento de feridas de animais
atendidos no Hospital Veterindrio Vicente Borelli, da Faculdade de Medicina
Veterindria do Centro Universitdrio da Fundacdo de Ensino Octdvio Bastos
(UNIFEOB) em Sao Jodo da Boa Vista, Sio Paulo, a saber: Ampicilina,

Amoxicilina, Cefalexina e Cefalotina.
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II- BIOENSAIO COM ANTIBIOTICOS

1. Utilizacao de antibidticos na dieta de insetos

A obtencdo de larvas para utilizagdo em bioterapia, assim como para
outros fins experimentais depende da criacio e manutencdo dos insetos em
laboratdério, alimentados com dietas artificiais. Segundo FYTIZAS e
TZANAKAKIS (1965), € muito importante que se consiga um método eficaz
de producdo de insetos em massa e o maior fator que pode tornar uma criagado
insatisfatéria e algumas vezes invidvel, é a contaminacido da coldnia por
bactérias.

SINGH e HOUSE (1970b) escreveram que, 0os avang¢os recentes na
producdao de insetos em massa com dietas sintéticas tem enfatizado a
necessidade por culturas com um padrio de qualidade para pesquisas
entomoldgicas, pois as dietas sintéticas sdo altamente suscetiveis ao ataque de
bactérias, fungos, leveduras e virus que promovem a deterioragcao das mesmas,
corrompendo a cultura de insetos.

Alguns experimentos tem sido realizados utilizando a adi¢do de
antimicrobianos nas dietas artificiais de larvas de insetos, tanto no sentido de
prevenir a contaminac¢io destas por microorganismos, como para testar a ag¢ao
desses farmacos no desenvolvimento e maturagcdo das larvas. Para prevenir a
contaminacdo, compostos antimicrobianos sao freqiientemente adicionados a
dietas sintéticas e apesar de serem amplamente utilizados, pouco se sabe a

respeito dos seus efeitos no organismo do inseto, e poucas referéncias tem
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sido encontradas sobre isso. Os resultados destas pesquisas sdo contraditorios
entre si, ou seja, alguns compostos sdo prejudiciais aos insetos e outros nao.

Com o intuito de manté-las vivas até a pupariacdo a fim de
desenvolver estratégias de controle, CHAMBERLAIN e SCHOLL (1991)
realizaram um estudo com larvas de Hypoderma lineatum (Villers) (Diptera:
Oestridae), coletadas de mifases de bovinos no Texas. Apds coletadas, as
larvas sofreram sucessivas lavagens em solucdo salina estéril 0,9% e solugdes
antibidticas, e foram colocadas em vdrios meios artificiais contendo
Penicilina, Sulfato de Estreptomicina, Nistatina e Cloranfenicol. Os autores
observaram que nos meios contendo o Cloranfenicol, as larvas jovens
conseguiram alcancar o estdgio de pupa aparentemente porque o antibidtico
preveniu o crescimento de bactérias resistentes a Penicilina e a
Estreptomicina, bactérias estas identificadas como Pseudomonas aeruginosa
(CHAMBERLAIN, 1989).

SINGH e HOUSE (1970b) utilizando larvas de Agria affinis (Fallen)
(Diptera: Sarcophagidae) criadas sob condi¢des assépticas e dietas quimicas,
realizaram um experimento onde, vinte € um componentes antimicrobianos
foram adicionados na dieta sintética das moscas, a fim de determinar os
efeitos gerais desses fdrmacos sobre as larvas e os niveis seguros de
utilizacdo dos mesmos na preven¢ao da contaminacdo de culturas de insetos.
Entre eles, alguns antibidticos como a Aureomicina, Bacitracina, Pencilina G
potédssica, Estreptomicina e Terramicina foram testados em doses crescentes,

no total de cinco doses e um controle para cada um deles. Os autores
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observaram que cada farmaco exerceu efeitos deletérios de acordo com a

concentracdo utilizada, estabelecendo uma classificacdo para cada um deles

nas seguintes categorias: nivel seguro, nivel inibitério primdrio, nivel

inibitério secundério e nivel téxico. Foram usadas 25 larvas em cada teste e o

mesmo foi repetido trés vezes. As larvas foram examinadas diariamente por

dez dias sendo observados a taxa de crescimento e desenvolvimento e a

mortalidade (SINGH e HOUSE, 1970b).

Os autores adotaram critérios arbitrdrios para classificar os
antimicrobianos de acordo com seus efeitos, a saber:

1- Nivel seguro: a taxa de crescimento e desenvolvimento das larvas ndo foi
prolongada mais que 25% em relagdao ao grupo controle, e o produto das
pupas e adultos foi normal.

2- Nivel inibitério primdrio: comparado ao grupo controle, o periodo larval
foi prolongado mais do que 25%, mas pelo menos 50% das larvas chegaram
ao 3° estadio ao 10° dia.

3- Nivel inibitério secunddario: a mortalidade das larvas foi menor que 25% e

menos de 50% chegaram ao 3° estddio ao 10° dia.

4- Nivel téxico: a mortalidade das larvas foi maior ou igual a 25%.

A conclusido desta pesquisa assegura que um mesmo antimicrobiano
adicionado a dietas sintéticas pode ser seguro, inibitério ou altamente
prejudicial dependendo da concentracdo utilizada, influenciando a taxa de

desenvolvimento larval assim como a pupariacdo e a emergéncia de adultos

(SINGH e HOUSE, 1970b).
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O papel dos microorganismos apossimbidticos no intestino dos
insetos € bem conhecido. Sabe-se que muitas espécies de insetos, uns mais
outros menos, dependem das atividades destes microorganismos em seu
intestino como nutrientes suplementares ou para auxiliar nos processos
digestivos. Por conta desses beneficios, a destruicdo dos microorganismos por
certos antimicrobianos pode ser indiretamente prejudicial a seus insetos
hospedeiros, sendo que a alteracdo no desenvolvimento dos insetos pode advir
desse fato e ndo propriamente da acdo direta dos antimicrobianos (SINGH e
HOUSE, 1970b).

HAGEN (1963) (apud FYTIZAS e TZANAKAKIS, 1966)
trabalhando com adultos de Dacus oleae (Gmelin) (Tephritidae) que eram
alimentados com dietas contendo a Estreptomicina observou que, embora a
longevidade dos insetos fosse maior, sua progénie ndo era capaz de se
desenvolver em larvas, em virtude da auséncia de bactérias simbidticas
necessdrias para a digestao da proteina da fruta de oliva.

Por outro lado, FYTIZAS ¢ TZANAKAKIS (1966) adicionando um
quinto da dose de Estreptomicina utilizada por HAGEN (1963) na dieta do
mesmo inseto, relataram que esta ndo aumentou a longevidade dos adultos,
mas neste caso, houve crescimento das larvas de sua progénie.

Estes experimentos mostram que os efeitos dos antimicrobianos
dependem também da espécie do inseto. SINGH e HOUSE (1970b) sugerem
que os antimicrobianos sejam usados com cautela em dietas sintéticas de

insetos, determinando-se o nivel seguro para cada composto e cada espécie de
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inseto, de modo que sejam minimizados os efeitos prejudiciais aos estidgios
imaturos.

BUYUKGUZEL e YAZGAN (2002) testaram os efeitos de 13
agentes antimicrobianos sobre a sobrevivéncia e desenvolvimento de larvas de
Pimpla turionellae L. (Hymenoptera: Ichneumonidae), um endoparasitdide
utilizado no controle biolégico de muitos lepidépteros, a fim de prevenir a
contaminac¢ido microbiana na cultura deste inseto. Os agentes antimicrobianos
testados foram: Tetraciclina, Cloranfenicol, Eritromicina, Trimetoprim,
Penicilina, Estreptomicina, Rifampicina, Lincomicina, entre outros. Foram
colocadas dez larvas em cada dieta, cada teste foi repetido trés vezes e
realizado um controle para cada teste. O experimento foi realizado sob as
mesmas condicdes de laboratério utilizadas na cultura das linhagens de P.
turionellae nao testadas. Os efeitos foram mensurados pela determinacido da
taxa de desenvolvimento e sobrevivéncia das larvas.

Os agentes antimicrobianos testados ndo apresentaram efeitos
regulares. A Estreptomicina por exemplo, na concentracdo mais alta (40
miligramas em 100 mililitros da dieta), retardou significativamente o
desenvolvimento das larvas para o estdgio de adulto, ndao afetando contudo a
sobrevivéncia das mesmas. Por outro lado, na dieta com o nivel mais baixo de
Tetraciclina, ou seja, 15 miligramas em 100 mililitros da dieta, foi observado
um ligeiro aumento na porcentagem de sobreviventes no estigio de pupas. De
maneira geral, nenhum dos agentes testados foi téxico para os insetos

(BUYUKGUZEL e YAZGAN, 2002).
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Outro fator que influencia a a¢do de agentes antimicrobianos sobre
as larvas de insetos é que, a quantidade de antimicrobiano ingerido pode
mudar o pH e a pressdo osmdtica do intestino do inseto; a pressdo osmdtica no
intestino médio € muito mais baixa do que nas outras por¢des do canal
alimentar da larva e o pH é muito proximo do neutro. Uma vez que o intestino
médio e o principal responsdvel pela absor¢do de nutrientes, essas mudancas
conseqiientemente irdo afetar a absorcio do préprio agente (BUYUKGUZEL e
YAZGAN, 2002).

SHERMAN (1995b), um médico que utiliza terapia larval
no tratamento de feridas de pele em humanos escreveu que, individuos que
recebem a terapia de desbridamento larval freqiientemente recebem uma
terapia antimicrobiana concomitantemente, seja para tratamento de infeccdes
jé estabelecidas ou para profilaxia contra bacteremias.

Sendo assim, juntamente com mais dois pesquisadores, WYLE e
THRUPP, SHERMAN realizou um experimento a respeito da acdo de sete
antibidticos sobre o crescimento e desenvolvimento das larvas e pupas de
Lucilia sericata, utilizadas em bioterapia. Os farmacos escolhidos foram os
mais utilizados no tratamento de infec¢des de pele e tecidos moles em
humanos, sendo estes pertencentes as classes das Penicilinas, Cefalosporinas
e Aminoglicosideos. Estes foram adicionados em meio agar-figado em varias
concentracdes, onde foram colocadas as larvas de um dia e observados os
resultados em relacdo a maturacdo das mesmas, nimero de pupas e adultos,

duracdo de cada estdgio e peso das pupas. Foram realizadas trés replicatas e
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um controle para cada antibidtico testado (SHERMAN et al., 1995b).

Os autores concluiram que, semelhante ao que ocorria na sua
experiéncia clinica, quando ndo observaram interferéncia sobre a acdo das
larvas na ferida em pacientes que recebiam a terapia larval juntamente com
antibidticos, nenhum dos antibidticos testados impediu o crescimento larval,
nem tampouco a sua maturac¢do in vitro.

Conforme citado anteriormente, alguns antibidticos foram testados
no presente trabalho de maneira semelhante ao descrito por SHERMAN et al.
(1995), com o objetivo de selecionar o farmaco e a dose mais adequados a
serem utilizados em conjunto com a terapia larval em animais de companhia,

isentos de efeitos prejudiciais sobre a acdo das larvas na ferida.
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2. Material e métodos

2.1. Local da pesquisa:
A pesquisa foi realizada no laboratério de Entomologia da Faculdade
de Medicina Veterindria do Centro Universitirio da Fundacdo de Ensino

Octavio Bastos - UNIFEOB em Sao Jodao da Boa Vista, Sdo Paulo.

2.2. Coleta de material

Foram coletados exemplares de dipteros presentes na regido, sendo
estes isolados e criados em laboratério em condi¢cdes de se reproduzirem de
forma semelhante ao que ocorre em ambiente natural, dando origem a vdrias
geracgoes.

Foram selecionadas espécies de moscas da familia Calliphoridae
para a producdo de larvas, por apresentarem caracteristicas de um
desenvolvimento rdpido para colonizacdo em laboratério. Experimentos
prévios demonstraram que, em nosso meio, as espécies Lucilia cuprina
(Wiedemann) e Chrysomya putoria (Wiedemann) sdo as mais indicadas tanto
por apresentarem as caracteristicas acima, como por serem adequadas a
utilizacdo em bioterapia, uma vez que se alimentam de tecido necrosado.
Segundo LINHARES (1981), os califorideos sdo as espécies mais abundantes
em nossa regido e BAUMGARTNER ¢ GREENBERG (1984) demonstraram a
extensa distribuicdo de C. putoria entre os estados de Sdo Paulo e Parana.

Inicialmente foi realizada a captura de moscas no aterro sanitdrio de
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Sdo Jodo da Boa Vista, estado de Sdo Paulo, utilizando armadilhas cilindricas
com iscas a base de visceras de frango putrefeitas. A armadilha utilizada
encontra-se descrita por FERREIRA (1978), sendo relatado por LINHARES
(1981) que a viscera de frango putrefeita foi a isca mais atrativa para os
Califorideos.

As duas espécies referidas foram separadas de acordo com sua
morfologia externa. Entretanto, Lucilia cuprina provavelmente ndo se adaptou
as condi¢cdes do nosso laboratério, ndo ocorrendo a proliferacdo da cultura.
Dessa forma, o experimento foi realizado utilizando-se apenas Chrysomya

putoria.

2.3. Criacao e manutencao das larvas e adultos

A criacdo e manutencdao dessa espécie em laboratério com o
desenvolvimento em meios artificiais, visa simplificar o processo de
manutencdo das moscas, bem como tornar a atividade o mais elegante
possivel isto €, sem mau cheiro ou repugnancia. As moscas foram mantidas em
condi¢des apropriadas para procriarem, a fim de propiciar a manutencdo da

coldnia e a realizag¢dao dos testes.

As colonias de moscas foram colocadas em gaiolas trapezoidais de
ferro, revestidas com telas de “nylon”, semelhante ao modelo utilizado por
SHERMAN e WYLE (1996), e também em gaiolas confeccionadas com
recipientes pldsticos de cuja tampa foi retirado um segmento com forma

retangular e substituido por tela de “nylon”. Em uma das laterais foi colocado



31

um tecido em formato de “manga de camisa”, através de uma abertura
realizada para este fim, com o objetivo de facilitar a manipulacdo dos
recipientes de alimento e dgua, evitando a fuga das moscas durante quaisquer

procedimentos realizados nas gaiolas (figura 1).

Figura 1. Gaiolas utilizadas na criacdo de moscas

As moscas foram alimentadas com uma mistura a base de leite em
po, acucar e levedo de cerveja em partes iguais, dieta preconizada por LEAL
et al. (1982), colocada em uma placa de Petri medindo de oito a dez
centimetros de didmetro, em uma quantidade de aproximadamente 15 gramas.
A dgua foi colocada em recipiente plastico tampado, sendo feito um orificio
no centro da tampa por onde foi introduzida uma gaze, que ficava com uma

extremidade imersa na dgua e a outra externamente recobrindo a tampa, de
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forma que as moscas pudessem pousar sobre a tampa e ingerir a 4gua
embebida na gaze, com mais seguranca (figura 2). Tanto a dgua quanto o
alimento foram oferecidos a vontade e trocados a cada 48 a 72 horas
dependendo da condi¢dao dos mesmos, sendo observado que nos periodos mais
quentes, a deterioracdo do alimento e o ressecamento da gaze ocorreram mais

rapidamente.

Figura 2. Recipientes contendo alimento e agua

O material utilizado para oviposi¢do foi figado bovino fresco,
conforme preconizado por MUMCUOGLU (2001b), na quantidade de
aproximadamente 10 gramas por gaiola. Durante o processo de oviposi¢cdo as
moscas eram observadas diariamente. Apds a postura, os ovos eram retirados

do figado e transferidos para papel filtro umedecido em d4dgua destilada
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acondicionados em placas de Petri (5cm de diametro x 2cm de altura),
conforme descrito por MILWARD-DE-AZEVEDO et al. (1995), facilitando a
separacdo e retirada de residuos dos mesmos. A eclosdo das larvas era
esperada apd6s 12 a 24 horas.

As larvas eram entdo colocadas em meio apropriado, preconizado
por LEAL et al. (1982), conforme abaixo:
Leite em p6 10,0 g

Levedo de cervejal0,0 g

Caseina 0,5¢g
Agar 20¢g
Nipagin 0,4 ¢

Agua destilada 100,0 ml

O volume total do meio descrito acima era em torno de 100 ml,
suficiente para dois recipientes (50 ml), sendo colocadas aproximadamente 60
larvas em cada um. De acordo com o indicado por MILWARD- DE-
AZEVEDO et al. (1995), o recipiente contendo o meio com as larvas foi
colocado em frascos pldasticos contendo serragem para que as larvas maduras,
ap6s abandonarem espontaneamente a dieta, caissem sobre a serragem que

serve como substrato para a pupariacgao.
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2.4. Bioensaio com os antibidticos

Foi testada a acao de alguns antibidticos sobre 0
desenvolvimento das larvas de Chrysomya putoria, sendo que a selecdo dos
mesmos teve por base a freqiiéncia de utilizagcdo destes nos animais que
apresentaram feridas de pele atendidos no Hospital Veterindrio da Faculdade
de Medicina Veterindria do Centro Universitirio da Fundacdo de Ensino
Octavio Bastos - UNIFEOB, Sdo Jodo da Boa Vista, Sdao Paulo. Foram
avaliados os efeitos sobre a espécie citada dos seguintes antibidticos:
Ampicilina (Purifarma®), Amoxicilina (Farmaécia Extrato Natural),

Cefalexina (Purifarma®) e Cefalotina (EMS®).

O meio utilizado como substrato para as larvas foi uma modificacao
do meio proposto por LEAL et al. (1982), conforme apresentado a seguir:
Leite em p6 10,0 g

Levedo de cervejal0,0 g

Caseina 1,0 g
Agar 20¢g
Nipagin 20¢g

Figado bovino cru 30,0 g
Agua destilada 200,0 ml

As modificacdes realizadas foram no volume de dgua destilada que
passou a ser de 200 mililitros, na quantidade de caseina que passou a ser de
um grama e de Nipagin, aumentado para dois gramas. Além disso, foi também

adicionado a estes ingredientes o figado bovino cri na quantidade de 30
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gramas. Estas modificacdes ocorreram em virtude de ter sido observado apés
alguns testes pilotos, ser este o meio ideal nas condi¢cdes de temperatura e
umidade do local da pesquisa.

Os ingredientes citados acima foram pesados previamente e
estocados. O dgar foi colocado em recipiente separado em virtude de ser
cozido antes de adicionado ao preparo. O figado foi pesado, embalado em
papel filme e apdés congelado na quantidade correta, de modo a ser
descongelado antes da preparacdo de cada meio. O antibidtico também foi
pesado separadamente, mas apenas na hora do preparo em virtude da melhor
conservacdo das propriedades farmacoldgicas quando estocado na embalagem
prépria.

Os meios foram preparados misturando-se os ingredientes em
liquidificador, conforme descrito abaixo:

- o figado era batido em primeiro lugar com uma pequena quantidade
da dgua destilada, coado e reservado; apds o liquidificador era enxaguado
para retirada dos residuos, pois foi observado anteriormente pelo autor que
estes residuos, quando presentes no meio, prejudicavam a alimentacdo das
larvas, além de causar a morte de algumas que ficavam presas ao se moverem
entre eles;

- a mistura dos outros ingredientes, exceto o dgar, assim como o
farmaco a ser testado eram adicionados ao figado e batidos durante dois a trés
minutos;

- 0 dgar era diluido no restante da 4dgua, aquecido até dissolver e
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adquirir consisténcia gelatinosa e entdo, adicionado a mistura, sendo tudo
batido por aproximadamente 30 segundos.

A quantidade necessdria do respectivo antibidtico foi diluida em
dgua destilada e reservada antes de se iniciar o preparo, sendo descontado este
volume do volume total de dgua utilizado na mistura do meio, a fim de que
ndo ocorressem alteracdes em sua consisténcia que pudessem interferir no
desenvolvimento das larvas e, conseqiientemente, nos resultados do
experimento.

O antibidtico foi misturado ao meio em proporcdes que permitissem
obter as concentracdes a serem testadas, conforme descrito por SHERMAN et
al. (1995b). Cada cota do meio referido anteriormente foi dividida igualmente
em frascos plédsticos, contendo cada um deles aproximadamente 50 mililitros
do meio. Estes foram colocados em geladeira por algumas horas para se obter
uma consisténcia mais firme, podendo ser armazenados por um periodo
maximo de 24 horas. Cada cota foi suficiente para quatro aliquotas do meio,
de forma que a quantidade do fdrmaco adicionada a uma cota de meio, foi
multiplicada por quatro a fim de que cada frasco estivesse contendo o volume
correto a ser testado do respectivo fdrmaco. Os meios de controle foram
preparados de maneira idéntica, exceto pela omissdo do antibidtico.

O volume de meio em cada frasco foi calculado de modo a formar
uma camada de um centimetro (figura 3), sendo que o nimero ideal de larvas
em cada um foi de 60 larvas (n= 60), uma vez que uma quantidade muito

grande de larvas numa d4rea pequena poderia levar a fuga das mesmas para
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fora do meio, conforme descrito por BUYUKGUZEL e YAZGAN (2000).
Foram realizadas trés replicatas e um controle para cada teste.
Simultaneamente a preparacdo dos meios, o material utilizado para
oviposicdo foi colocado nas gaiolas contendo as moscas, sendo estas
observadas para verificacdo em relacdo a presenca de ovos. O figado bovino
cru foi armazenado sob congelamento, mas no dia anterior a sua utilizacdo era
colocado sob temperatura de refrigeracdo (8-10° C) e transferido para o meio
ambiente duas a trés horas antes de ser colocado nas gaiolas. De modo
semelhante ao que foi descrito na manutencdo da col6nia, as massas de ovos
foram recolhidas do figado apd6s a postura e transferidas para papel filtro

umedecido em dgua destilada, alocados em placas de Petri.

Figura 3. Frascos de meio teste (Amoxicilina) e controle
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A eclosdo das larvas era esperada apds 12 a 24 horas, dependendo da
temperatura ambiente. Nos dias ou hordrios de temperatura mais baixa, a
placa foi colocada préxima a um aquecedor de ambiente para facilitar a
eclosdo das larvas. Apds ser observado a eclosdo das larvas, os meios foram
retirados da geladeira e deixados até atingirem a temperatura ambiente.

Para o procedimento de contagem e observacdo das larvas a serem
inoculadas, foi utilizado um retalho quadrado de papel filtro medindo
aproximadamente trés centimetros de lado, umedecido em &4gua destilada e
colocado em placa de Petri levada a uma lupa em aumento de dez vezes. Para
cada frasco com meio a ser inoculado, as larvas foram separadas com pincel
fino e delicadamente transferidas para o papel filtro a fim de serem contadas
(n=60) e observadas quanto a sua viabilidade e vitalidade através da rapidez
de movimentacgdo (figura 4). Foram utilizadas as larvas de primeiro estddio.

Com o uso de uma ping¢a fina, pequenos sulcos foram feitos na
superficie do meio a fim de quebrar a tensdo superficial e facilitar a
penetracdao das larvas (figura 5). Apds isso o papel filtro foi entdo colocado
sobre o meio, com a superficie contendo as larvas voltada para baixo. No dia

seguinte esse papel foi retirado do meio.



Figura 4. Contagem e observacao das larvas em placa de Petri

Figura 5. Sulcos na superficie do meio
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Os frascos contendo os meios inoculados foram cobertos com
organza, fixado com eldstico ao redor da borda e colocados em recipientes
pldsticos com tampa prépria, na qual foram feitos pequenos orificios para
entrada de ar (figura 6). Todos os recipientes contendo os meios foram
identificados com data, farmaco a ser testado, nimero e a marcagcdo como
controle ou teste. Estes foram acondicionados em isopor fechado com tampa e
vedado com fita adesiva, equipado com lampadas, termostato regulado em
temperatura de 26 a 28 graus e termdmetro com registro de temperatura
maxima e minima (figura 7). Foi realizada a observacdo didria dos meios em
relacdo ao desenvolvimento larval, quando anotava-se a temperatura ambiente

interna do isopor, e a data de ocorréncia da pupariacdo.

Figura 6. Frasco coberto com organza
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Figura 7. Isopor contendo os recipientes com

0S meios

Entre o quarto e sexto dias, o tecido que recobria os frascos foi
retirado e colocada entdo a serragem no fundo dos recipientes pldsticos, para
que as larvas maduras pudessem deixar o meio e cair na serragem para
pupariacdo. Esse procedimento foi assim realizado, pois observou-se nos
testes piloto que algumas larvas conseguiam deixar o meio mesmo com O
frasco recoberto e, ao cairem muito jovens na serragem, acabavam morrendo.
Ao contrdrio, com o recipiente limpo, foi possivel reintroduzi-las no meio
sem maiores complicacdes. A variacdo do periodo de retirada do tecido e

colocacdo de serragem (quatro a seis dias) foi devido ao fato de algumas
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larvas atingirem a maturacdo antes das outras, sendo isto observado mais
freqiientemente nos meios controle.

Apés todas as larvas empuparem, estas foram retiradas da serragem,
contadas, pesadas para posterior andlise estatistica dos dados.

Inicialmente foi wutilizada a dose minima de cada farmaco
preconizada para cdes por ANDRADE (2002), relacionada a um peso vivo

aleatdrio de 15 quilogramas, conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Dose preconizada para cies e concentracdo inicial de farmaco

adicionada ao meio

Farmaco Dose em caes Concentracao adicionada
(mg/Kg) em 50 ml do meio
Minima Maxima
Ampicilina: 10 20 150mg
Amoxicilina: 6 20 90mg
Cefalexina: 10 30 150mg
Cefalotina: 50 100 750 mg

Nos testes onde a sobrevivéncia e desenvolvimento das larvas foram
satisfatérios, a dose do antibidtico foi duplicada e repetidos os testes, e assim
sucessivamente até encontrar uma dose letal. No caso da primeira amostra ja
ter apresentado um efeito indesejdvel sobre a sobrevivéncia das larvas, foram
realizados testes diminuindo a dose do antibidtico até encontrar o limite mais
baixo onde ndo houvesse interferéncia no desenvolvimento e sobrevivéncia

das mesmas.
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No protocolo da Ampicilina, a dose inicial (dose 1) foi de 150 mg,
ou seja, 3 mg/ml do meio, sendo apds duplicada para 300 mg (6 mg/ml) (dose
2), 600 mg (12 mg/ml) (dose 3) e posteriormente para 1200 mg (24 mg/ml)
(dose 4) (Tabela 2).

Em relacdo ao protocolo da Amoxicilina, a dose inicial (dose 1) foi
de 90 mg (1,8 mg/ml), sendo duplicada para 180 mg (3,6 mg/ml) (dose 2), 360
mg (7,2 mg/ml) (dose 3) e posteriormente para 720 mg (14,4 mg/ml) (dose 4),
conforme descrito na Tabela 3.

Em virtude de ter sido observado nos protocolos da Cefalexina e
Cefalotina que a mortalidade entre uma dose e outra (duplicada) apresentou
uma diferenca muito grande, foi instituido um protocolo com a média entre as
respectivas doses. Sendo assim, para a Cefalexina a dose inicial (dose 1) foi
de 150 mg (3 mg/ml), duplicada para 300 mg (6 mg/ml) (dose 2) e
posteriormente para 600 mg (12mg/ml) (dose 4). A dose 3 foi de 450 mg (9
mg/ml), sendo a intermedidria entre as doses 2 e 4 (Tabela 4).

Para o protocolo da Cefalotina a dose inicial foi de 750 mg (15
mg/ml) (dose 2). Entretanto nesta dose ja foram observados efeitos
indesejdveis sobre a sobrevivéncia e desenvolvimento das larvas. Desse modo,
a dose foi reduzida a metade, ou seja, 375 mg (7,5 mg/ml) (dose 1), mas
também foi duplicada para 1500 mg (30 mg/ml) (dose 4), a fim de se manter
um padrdo de quatro doses para cada tratamento. A dose 3, 1125 mg (22,5
mg/ml) foi a média entre as doses 2 e 4, conforme citado anteriormente

(Tabela 5).



Tabela 2. Concentracoes de Ampicilina testadas

Dose Concentraciao total (mg) Concentracao / ml

1 150 3
2 300 6
3 600 12
4 1200 24

Tabela 3. Concentracoes de Amoxicilina testadas

Dose Concentracao total (mg) Concentracao / ml

1 90 1,8
2 180 3,6
3 360 7,2
4 720 14,4

Tabela 4. Concentracoes de Cefalexina testadas

Dose Concentracao total (mg) Concentracao / ml

1 150 3
2 300 6
3 450 9
4 600 12

Tabela 5. Concentracoes de Cefalotina testadas

Dose Concentracao total (mg) Concentraciao / ml

1 375 7,5
2 750 15
3 1125 22,5
4 1500 30
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Os dados foram submetidos a analise estatistica, realizando-se uma
ANOVA de dois fatores. As varidveis independentes foram o tipo de
antibidtico e a concentragdo utilizada. A resposta foi a sobrevivéncia das
larvas.

As médias de cada protocolo de dose de um mesmo antibidtico e as
médias entre os quatro antibidticos foram comparadas por meio do teste de
comparacdes multiplas de DUNCAN. O experimento foi padronizado em
quatro doses para cada fadrmaco, a fim de que cada dose fosse comparada a
outra entre os diversos tratamentos.

Foram feitas ANOVAs de um fator para cada tipo de antibidtico. A
varidvel independente foi a dose e a resposta foi a sobrevivéncia das larvas
até a fase de pupa. Para cada concentracdo foi realizada também uma anélise
de varidncia de um fator. A varidvel independente foi o tipo de antibidtico e a
resposta foi a sobrevivéncia das larvas. Nos dois casos, as médias foram
comparadas pelo teste de comparac¢des multiplas de DUNCAN.

Todos os testes estatisticos foram feitos utilizando-se o
procedimento PROC GLM do pacote estatistico SAS® (SAS Institute Inc.,
1996).

A variacdo entre as médias de peso de pupas foi analisada por meio

do Teste t de Student.
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A andlise estatistica dos dados revelou, em relacdo a Ampicilina,

que a maior sobrevivéncia, ou seja, a maior porcentagem de pupariacdo, foi

observada na dose 1 (3 mg/ml), uma vez que esta estatisticamente nao

apresentou diferenca em relagcdo ao grupo controle. Na dose 2 (6 mg/ml) foi

observada uma sobrevivéncia um pouco menor, entretanto a mortalidade nao

foi significativa, embora ja tenha apresentado diferenca estatistica em relacdo

ao controle (F= 314,27; p< 0,01). A mortalidade das larvas sofreu um aumento

proporcional ao aumento da dose do farmaco, sendo que na dose 3 (12 mg/ml)

foi de 55,42% e na dose 4 (24 mg/ml) de 69,17%. A Tabela 6 mostra a

variacdo da sobrevivéncia das larvas entre as diferentes doses de Ampicilina,

assim como entre o peso das pupas.

Tabela 6. Sobrevivéncia das larvas e peso de pupas no tratamento com Ampicilina

Dose  Concentracao N° de pupas Peso de pupa % de
(mg/ml) média + dp média * dp pupariacio

1 3 59,75 £ 0,50 (A) 32,94 £ 3,08 99,58

C 0 57,93 £ 2,43 (A) 29,04 £ 3,33 96,55

2 6 54,25 £ 1,25 (B) 26,62 £ 6,84 90,41

3 12 26,75 £ 2,75 (C) 30,12 £ 1,88 44,58

4 24 18,50 £ 3,87 (D) 24,48 £ 2,65 30,83

C = controle; médias seguidas da mesma letra nao diferem significativamente

(7,2 mg/ml) apresentaram Ootimos resultados,

observada nestas

Em relacdo a Amoxicilina, as doses 1 (1,8 mg/ml), 2 (3,6 mg/ml) e 3

trés

nao diferiu estatisticamente

sendo que a sobrevivéncia

do grupo

controle.
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Entretanto a dose 4 (14,4 mg/ml) j4 causou a mortalidade de 58,75% das
larvas, apresentando diferenca estatistica significativa (F= 337,11; p<0,01).
Estes resultados, assim como o peso das pupas nos testes com a Amoxicilina

podem ser observados na Tabela 7.

Tabela 7. Sobrevivéncia das larvas e peso de pupas no tratamento com Amoxicilina.

Dose  Concentracio N° de pupas Peso de pupa % de
(mg/ml) média + dp média * dp pupariagdo

3 7,2 60,00 £ 0,00 (A) 30,40 + 1,90 100,00

C 0 59,25 £ 1,23 (A) 30,63 £ 3,15 98,75

2 3,6 58,50 £ 1,29 (A) 30,59 + 3,86 97,50

1 1,8 58,00 £ 3,36 (A) 27,26 £ 1,41 96,66

4 14,4 24,75 £ 2,62 (B) 29,26 £ 3,36 41,25

C = controle; médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente

Nos testes com a Cefalexina apenas a dose 1 (3 mg/ml) ndo
interferiu na sobrevivéncia das larvas, sendo os resultados desta semelhantes
aos do grupo controle. Na dose 2 (6 mg/ml) j4 pode ser observada uma
mortalidade de 30,42% das larvas, na dose 3 (9 mg/ml) de 57,50% e na dose 4
(12 mg/ml) de 97,92%, sendo essa proporcional ao aumento da dose do
farmaco (Tabela 8). Nas doses 2, 3 e 4 a variacdo na sobrevivéncia das larvas
até o estdgio de pupa foi considerada significativa (F= 183,30; p<0,01).

Dos quatro farmacos testados, a Cefalotina foi o que apresentou os
piores resultados em relacdo a porcentagem de pupariacdo, ou seja,

sobrevivéncia das larvas, como se observa na Tabela 9. Apenas a dose mais

baixa, ou seja, a dose 1 (7,5 mg/ml) ndo apresentou diferenca estatistica em
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relacdo ao controle, ou seja ndo promoveu a mortalidade das larvas tratadas. A
dose 2 (15 mg/ml) ndo exibiu resultados satisfatérios, ocorrendo mortalidade
de 44,59% das larvas e este resultado ja apresentou diferenca significativa em
relacdo ao controle (F= 635,58; p<0,05). Além disso, na dose 3 (22,5 mg/ml)
a mortalidade das larvas foi de 98,34% das larvas, nao diferindo

estatisticamente da dose 4 (30 mg/ml) onde ocorreu a morte de todas as larvas.

Tabela 8. Sobrevivéncia das larvas e peso de pupas no tratamento com Cefalexina.

Dose Concentracao N° de pupas Peso de pupa % de
(mg/ml) média *+ dp média + dp pupariagdo

C 0 58,37 £ 1,85 (A) 31,97 £ 1,88 97,28

1 3 57,25 £ 3,77 (A) 30,18 £ 1,73 95,41

2 6 41,75 + 4,19 (B) 31,94 £ 1,12 69,58

3 9 25,50 £ 10,14 (C) 26,72 £ 1,15 42,50

4 12 1,25 + 1,89 (D) 4,95 + 8,03 2,08

C = controle; médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente

Tabela 9. Sobrevivéncia das larvas e peso de pupas no tratamento com Cefalotina.

Dose Concentracao N° de pupas Peso de pupa % de
(mg/ml) Média + dp Média + dp pupariacio
1 7,5 58,00 £ 4,00 (A) 32,21 £ 2,31 96,66
C 0 57,87 £ 1,89 (A) 27,4 + 1,94 96,41
2 15 33,25 £ 5,61 (B) 18,29 + 0,83 55,41
3 22,5 1,00 £ 1,41 (C) 8,41 £ 10,05 1,66
4 30 00,00 £ 0,00 (C) 0,00 £ 0,00 0

C = controle; médias seguidas da mesma letra nao diferem significativamente

Comparando-se as médias de sobrevivéncia entre as quatro doses e o
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controle dos quatro tratamentos, foi observado que a dose 1 ndo apresentou
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle, em nenhum dos quatro
antibidticos testados (Tabela 10).

Na dose 2 os resultados da Ampicilina e Amoxicilina ndo
apresentaram diferencga significativa em relacdo ao controle, enquanto que na
Cefalexina e Cefalotina houve diminui¢do do nimero de larvas que atingiram
o estdgio de pupas, sendo esta uUltima o pior resultado entre os quatro. Os
resultados encontrados na dose 2 da Cefalexina e Cefalotina apresentaram
diferenca estatistica significativa em relacdo ao controle e entre ambos (F=
40,48; p<0,01), como pode ser observado na tabela 10.

Os resultados observados na dose 3 da Amoxicilina foram idénticos
aos do grupo controle, vindo em seguida os da Ampicilina e Cefalexina, nos
quais foi verificada a mortalidade de 73,25% e 74,50% da amostra
respectivamente, diferindo estatisticamente em relacdo ao controle (F= 83,40;
p<0,01). A dose 3 da Cefalotina foi o pior resultado quando comparada aos
outros, uma vez que nesta dose houve 99% de mortalidade.

A dose 4 foi a primeira onde se observou mortalidade das larvas
tratadas com Amoxicilina, sendo observado diferenca significativa entre esta e
o controle (F= 96,48; p<0,01). A mortalidade na dose 4 da Ampicilina foi um
pouco maior entretanto ndo diferiu estatisticamente dos resultados da
Amoxicilina. A Cefalexina e a Cefalotina foram os piores resultados da dose
4, sendo a mortalidade da primeira de 98,75% e na segunda, ndo houve

sobrevivéncia. Os resultados destas duas dltimas ndo diferem estatisticamente
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entre si, mas diferem em relacdo a Amoxicilina e a Ampicilina, sendo estes

dados observados na tabela 10.

Tabela 10. Variacdo no n° de larvas que atingiram o estdgio de pupas entre as doses
testadas.
Dose Antibidtico N N° de pupas Média do n° de
média + dp pupas/ dose

1 Ampicilina 4 59,75 £ 0,50 (A) 58,25
Amoxicilina 4 58,00 £ 3,36 (A)
Cefalotina 4 58,00 £ 4,00 (A)
Cefalexina 4 57,25 £ 3,77 (A)

2 Amoxicilina 4 58,50 £ 1,29 (A) 46,93
Ampicilina 4 54,25 £ 1,25 (A)
Cefalexina 4 41,75 £ 4,19 (B)
Cefalotina 4 33,25 £ 5,61 (C)

3 Amoxicilina 4 60,00 £ 0,00 (A) 28,31
Ampicilina 4 26,75 £ 2,75 (B)
Cefalexina 4 25,50 £ 10,14 (B)
Cefalotina 4 1,00 £ 1,41 (C)

4 Amoxicilina 4 24,75 + 2,62 (B) 11,12
Ampicilina 4 18,50 £ 3,87 (B)
Cefalexina 4 1,25 £ 1,89 (C)
Cefalotina 4 0,00 £ 0,00 (C)

C Amoxicilina 16 59,25 + 1,23 (A) 58,35
Cefalexina 16 58,37 £ 1,85 (A)
Ampicilina 16 57,93 £ 2,43 (A)
Cefalotina 16 57,87 £ 1,89 (A)

C = controle; N = n° de repeticées. Para cada dose, médias seguidas da mesma letra

nao diferem significativamente, a taxa basal de erro p= 0,05, pelo teste de DUNCAN.
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Na Tabela 11 pode ser observada a variacdo entre as médias gerais
de sobrevivéncia das larvas em cada farmaco testado. Na média geral, os
melhores resultados encontrados foram os da Amoxicilina, sendo diferente
estatisticamente em relacdo aos demais (F= 86,88; p<0,01). Embora os
resultados gerais da Ampicilina ndo tenham apresentado diferenca
significativa em relagdo aos da Cefalexina, quando se observa a média de cada
dose, a Ampicilina difere estatisticamente em relacdo a Cefalexina nas doses

2 e 4 (Tabela 10).

Tabela 11. Comparacao entre as médias gerais de sobrevivéncia das

larvas nos quatro tratamentos.

Antibidtico N Média do n° de pupas
Amoxicilina 32 54,78 (A)
Ampicilina 32 48,87 (B)
Cefalexina 32 44,90 (B)
Cefalotina 32 40,46 (C)

N = n° de repeticdes. Médias seguidas da mesma letra nio

apresentam diferenca estatistica.

Comparando-se as médias gerais de sobrevivéncia das larvas entre as
doses 1, 2, 3, 4 e controle, foi observado diferenca estatistica entre as quatro
doses e entre as doses 2, 3 e 4 e o controle. Apenas a dose 1 ndo apresentou
diferenca significativa em relagdo ao controle em todos os tratamentos, como

pode ser observado na tabela 12.
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Tabela 12. Comparacio entre as médias gerais de sobrevivéncia das

larvas nas doses 1, 2 ,3 ,4 e controle dos quatro

tratamentos.
Dose N Média do n° de pupas
C 64 58,35 (A)
1 16 58,25 (A)
2 16 46,93 (B)
3 16 28,31 (C)
4 16 11,12 (D)

C = controle; N =n° de repeticoes. Médias seguidas da mesma letra nao

apresentam diferenca estatistica.

Nos graficos a seguir estdo demonstradas as variacdes na
sobrevivéncia das larvas entres os grupos controle e teste nas diferentes doses
dos tratamentos com Ampicilina, Amoxicilina, Cefalexina e Cefalotina

(Figuras 8).
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Figura 8. Comparacio entre o nimero de larvas que atingiram o estagio de pupa nas quatro

doses e no controle, nos quatro antibioticos testados
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Com base nestes resultados, foi observado que, entre os quatro
antibidticos testados o que apresentou melhores resultados, ou seja, cuja
interferéncia no desenvolvimento e pupariacdo das larvas em relacdo ao grupo
controle foi menor, foi a Amoxicilina. A Ampicilina aparece em seguida, e
ap6s a Cefalexina com resultados menos satisfatérios que as duas anteriores.
Ja a Cefalotina foi o tratamento que exibiu os piores resultados, sendo que na
primeira dose testada (dose 2) ja houve uma mortalidade de quase 50% das
larvas.

Eventuais diferencas entre as médias de peso de pupas foram
analisadas por meio do Teste t de Student. Nos testes realizados com a
Ampicilina, em nenhuma dose foi observado diferenca significativa na média
de peso entre as pupas do grupo tratado e as do grupo controle, embora as
médias do controle tenham sido maiores que as dos testes. Apesar de ter sido
observado uma diminuic¢do significativa na sobrevivéncia das larvas na dose 3
(44,58%) o peso das pupas ndo foi influenciado.

No caso dos testes com a Amoxicilina os resultados observados
foram semelhantes aos da Ampicilina, ou seja ndo houve diferenca estatistica
significativa em relacdo aos pesos de pupas controle e teste.

Nas doses 1, 2 e 3 dos testes realizados com a Cefalexina a
diferenca entre as médias de peso das pupas ndo foi significativa. Entretanto
na dose 4, a média de peso das pupas controle foi maior que a das pupas
testadas e esta diferenca foi considerada significativa na andlise estatistica

(F=20,27; p< 0,01).
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Assim como a sobrevivéncia das larvas, o peso das pupas foi afetado
de maneira mais evidente nos testes com a Cefalotina. A tnica dose cujas
médias de peso entre pupas ndo apresentaram diferenca significante foi a dose
1. Nas doses 2 (F=10,11; p< 0,01) e 3 (F=21,47; p< 0,01) esta diferenca foi
considerada significativa e na dose 4 ndo foi possivel a realizacdo da analise
estatistica uma vez que a mortalidade das larvas foi de 100%.

Os dados referentes a variacdo do peso de pupas provenientes dos

grupos controle e teste, assim como o nimero de pupas dos testes com oS

quatro antibidticos podem na Figura 9.
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A discussido referente aos dados apresentados no presente capitulo se

encontra no capitulo a seguir.
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4- Discussao

A Ampicilina e a Amoxicilina sdo antimicrobianos pertencentes ao
grupo das aminopenicilinas, resultantes da fusdo do 4cido 1-a-
aminofenilacético com o dcido 6-aminopenicilanico. As aminopenicilinas sdo
bactericidas, inibem a parede celular bacteriana, resultando na lise celular.
Sdo ativas frente a bactérias gram-positivas e diversas bactérias gram-
negativas. Difundem-se bem em todos os tecidos corpdéreos, sendo tuteis em
cdes nas infeccdes renais, gastroenterites, piodermites (infec¢des de pele),
pneumonias e otites (ROSIN et al., 1998; ANDRADE, 2002). A Ampicilina
nio €& ativa contra Staphylococcus produtores de Dbeta-lactamase,
Pseudomonas e Klebsiella. Aproximadamente 35% da dose administrada
oralmente é absorvida (BARRAGRY, 1994).

Segundo BARRAGRY (1994), a Amoxicilina é formada pela adicao
na Ampicilina de um grupo hidroxila. De acordo com o autor, apesar de seu
espectro de acdo ser idéntico ao da Ampicilina, ela demonstra vantagens
significativas em relacdo a absor¢do, pois apds sua administracdo oral, atinge
niveis sangiiineos 50 a 100% superiores aos da Ampicilina.

A Cefalexina e a Cefalotina pertencem ao grupo das Cefalosporinas
de primeira geracdo, sdo antibidticos P-lactamicos que apresentam como
nicleo central o 4cido 7-aminocefalosporanico, sendo a primeira de absor¢do
oral e a segunda parenteral. Sdo obtidas a partir de culturas do fungo do
género Cephalosporium, As Cefalosporinas sdo também bactericidas, alteram

a formacdo da parede celular inibindo a ligacdo cruzada polipeptidica, de
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N

modo semelhante as aminopenicilinas. Apresentam boa a¢do frente a maioria
das bactérias gram-positivas e gram-negativas, ou seja, agem contra o
Staphylococcus intermedius e outros patdgenos cutdneos secunddrios como
Proteus mirabilis e algumas espécies de Pseudomonas. Distribuem-se bem em
todos os tecidos, mas especialmente as de primeira e segunda geracdo atingem
boas concentracdes em pele e tecido subcutaneo (IHRKE, 1984; ANDRADE,
2002).

BARRAGRY (1994) relata que, entre as Cefalosporinas de primeira
geracdo, a Cefalexina e a Cefalotina sd3o as que apresentam uma
atividade antimicrobiana de amplo espectro. Em Medicina Veterindria as
Cefalosporinas de primeira geracdo sido as mais utilizadas, sendo que a
Cefalexina estd indicada principalmente em casos de piodermites dada a boa
acdo frente aos Staphylococcus spp e difusdao em tecidos queratinizados
(ANDRADE, 2002). Segundo THRKE(1984), dentre os antibidticos de amplo
espectro utilizados empiricamente no tratamento das infec¢des de pele, a
Cefalexina se mostrou efetiva.

A dosagem necessdria para a manutencdo de concentragdes
antibidticas adequadas na pele carece de informacdes disponiveis. Entretanto,
¢ importante lembrar que a acdo antibidtica mantém estreita relacdo com os
niveis de distribuicdo tissular cutdnea. Sabe-se que a pele é perfundida por
apenas cerca de 4% do volume sangiiineo bombeado pelo coracdo, enquanto
que os musculos por 33%, percentual oito vezes maior ( IHRKE 1984;

LARSSON, 1999).
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Segundo BOOTHE (1997), o acimulo de debris inflamatérios impede
a movimentacdo de fadrmacos tanto na administragdo tépica quanto sistémica.
A distribuicdo na pele de antibidticos administrados sistemicamente € um
pouco limitada mesmo em condi¢des normais. Apesar de ser o maior 6rgao do
corpo, o volume sangiiineo da pele representa 9% do débito cardiaco e isso
torna a distribuicdo das drogas na pele mais dificil do que em outros 6rgaos
com maior aporte sangiiineo. Além disso, o suprimento sangiiineo para a
epiderme consiste de capilares que estdo situados abaixo da mesma, e as
drogas precisam se difundir passivamente dos capilares para a epiderme.

LARSSON (1999) escreve que, embora a pele seja relativamente
vascularizada, a via sistémica € preferivel a via tépica, em conseqii€ncia da
barreira de impermeabilizacdo imposta pela camada cérnea, contudo as
caracteristicas fisioldgicas dos carnivoros fazem da pele provavelmente o
tecido mais inacessivel a uma concentrag¢do antibidtica eficaz.

IHRKE (1984), ao discorrer sobre a terapia antimicrobiana na
dermatologia em pequenos animais, cita que, os Staphylococcus coagulase-
positivos sdao os agentes mais comumente isolados nas infec¢des bacterianas
da pele. Dessa forma, a escolha de um antibidtico pode ser realizada
empiricamente, além de baseada em uma cultura bacteriana e testes de
sensibilidade. Segundo o autor, se forem realizadas culturas, os antibidticos
devem ser escolhidos ndo apenas com base nos testes de sensibilidade, mas
também na eficdcia comprovada clinicamente.

No presente estudo, os quatro fadrmacos antibidticos citados
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anteriormente, escolhidos com base na efetividade apresentada pela literatura
e na freqiiéncia de utilizacdo, foram testados em diferentes concentracdes na
dieta das larvas de Chrysomya putoria. Foi observado que a Amoxicilina
apresentou menor interferéncia no desenvolvimento e pupariacdao das larvas
em relacdo ao grupo controle. Entretanto, os resultados entre esta e a
Ampicilina ndo diferiram estatisticamente nas doses 1 e 2, sendo portanto a
Ampicilina também uma boa opc¢do de tratamento. A Cefalexina aparece em
seguida, com resultados menos satisfatérios que as duas anteriores. Ja a
Cefalotina foi o tratamento em que se observou os piores resultados, sendo
que na primeira dose testada ja houve uma mortalidade de quase 50% das
larvas.

Embora na média geral Ampicilina e Cefalexina ndo apresentem
diferenca estatistica significante, ao se analisar isoladamente, a Ampicilina
exibiu resultados melhores que a Cefalexina, uma vez que a porcentagem de
sobrevivéncia para as doses 1 e 2 sdao de 99,58% e 90,41% respectivamente
para a Ampicilina e 95,41% e 69,58% respectivamente para a Cefalexina.

Entretanto, ¢ bom lembrar que segundo IHRKE (1984) e LARSSON
(1999), apenas 4% do volume sanguineo bombeado pelo coragdo perfunde a
pele, logo apenas este percentual estaria atingindo diretamente as larvas
presentes na ferida, ficando esta dose muito aquém daquela utilizada in vitro.
No caso da Ampicilina, pode ser ressaltado também, que a absor¢cido da dose
administrada por via oral é de apenas 35% de acordo com BARRAGRY

(1994), e portanto doses que in vitro influenciaram a sobrevivéncia das larvas
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podem ndo ser prejudiciais as mesmas quando administradas oralmente ao
animal.

Estas conclusdes sdo semelhantes as encontradas por SHERMAN et
al. (1995) quando pesquisaram o efeito de sete antibidticos sobre as larvas de
Lucilia sericata. Os autores concluiram que apenas o meio contendo
Gentamicina na concentracdo de 4.000 pg/ml, demonstrou uma reducgdo
significativa na sobrevivéncia das larvas em relacdo ao grupo controle (2,7%
contra 80-88% no controle) e os meios contendo a Cefazolina nas
concentracdes de 800 e 8000 ug/ml, uma sobrevivéncia de 69-72% contra 80-
88% do grupo controle; porém, essas concentragcdes estdo acima daquelas
utilizadas no tratamento das infec¢des humanas.

Em estudos anteriores, CHAMBERLAIN (1989) observou que,
quando o Cloranfenicol foi adicionado em concentracdes muito altas (2 mg/ml
de meio) a dieta de Hypoderma lineatum, nenhuma mosca emergiu, enquanto
que utilizando-se concentragdes mais baixas do mesmo composto (0,1 mg/ml)
niao s6 os adultos emergiram como o tempo de emergéncia foi o mesmo tanto
para os meios contendo o Cloranfenicol como para os meios sem o composto
(CHAMBERLAIN e SCHOLL, 1991).

FYTIZAS e TZANAKAKIS (1966) adicionando um quinto da dose
de Estreptomicina utilizada por HAGEN (1963, apud FYTIZAS e
TZANAKAKIS, 1966) na dieta de Dacus oleae, observaram que embora a
longevidade dos adultos ndo tenha sido aumentada, houve crescimento das

larvas de sua progénie.
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SINGH e HOUSE (1970b) utilizando a Estreptomicina em varias
concentracdes na dieta de larvas de Agria affinis relacionados a diferentes
niveis de nutrientes, concluiram que os efeitos adversos do antimicrobiano
sobre a taxa de crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia das larvas
foram aumentados de acordo com o aumento da concentracdo do mesmo na
dieta, e que um mesmo antimicrobiano adicionado a dietas sintéticas em
concentracdes graduadas pode ser seguro, inibitério ou altamente prejudicial
dependendo da sua concentracdo. A Penicilina G potdssica por exemplo,
adicionada na dose de 200 miligramas em 100 mililitros do meio foi
classificada como segura, nas doses de 210 a 3000 miligramas, inibitdria, e
altamente téxica acima de 3000 miligramas.

Estes dados estdo em acordo com o que foi observado no presente
estudo, de que a sobrevivéncia das larvas de insetos quando alimentadas com
dietas contendo antimicrobianos, tende a ser menor quanto maior a
concentracdo do agente, uma vez que para os quatro farmacos testados a taxa
de mortalidade das larvas foi diretamente proporcional ao aumento da
concentracio do respectivo fadrmaco.

No trabalho de SINGH e HOUSE (1970a), a taxa de
desenvolvimento larval foi inversamente proporcional a concentracdo do
composto antimicrobiano na dieta, afetando do mesmo modo o
desenvolvimento larval, a pupariacdo e a emergéncia de adultos. Embora a
emergéncia de adultos ndo tenha sido um dado analisado no presente trabalho,

foi observado que nas doses mais elevadas onde a sobrevivéncia das larvas foi
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menor, o desenvolvimento larval também foi influenciado, ocorrendo um
prolongamento do periodo necessdrio para o inicio da pupariacdo em relacdo
ao controle de cerca de dois a quatro dias.

BUYUKGUZEL e YAZGAN (2002) comparando o seu experimento
com o de SINGH e HOUSE (1970b) concluiram que o sarcofagideo parasitdide
Agria affinis teve uma maior tolerdncia a ac¢do dos antimicrobianos quando
comparado a Pimpla turionellae, que pode ser atribuida as diferencas entre
seus canais alimentares. Ao contrdrio da A. affinis, a larva da P. turionellae
tem um estreito intestino médio em sua por¢cdo posterior e s6 consegue defecar
o conteddo do seu intestino no final da maturidade larval ou préximo a
pupariacdo e portanto, a absor¢cdo dos componentes da dieta provavelmente
seja maior. Esses fatos demonstram que a tolerancia dos insetos aos niveis de
agentes antimicrobianos varia de acordo com a espécie de inseto testada, bem
como com o tipo e concentragdao do antimicrobiano na dieta. Essas variacdes
podem ser atribuidas as diferentes condicdes fisioldgicas da espécie de inseto
(BUYUKGUZEL e YAZGAN, 2002).

Estas constatacdes estdo de acordo com as encontradas comparando-
se a pesquisa de SHERMAN et al. (1995b) ao presente trabalho. Naquele
estudo, os autores obtiveram uma taxa de pupariacdo de 87% para a
concentracdo mdaxima utilizada, que foi de 250 pg/ml. Entretanto as larvas de
C. putoria apresentaram uma taxa de sobrevivéncia satisfatéria em
concentracdes de Ampicilina bem acima destas, uma vez que, a porcentagem

de pupariacdo foi de 90,41% na concentracdo de 6 mg/ml (6000 pg/ml).
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Outro fator observado pelos autores, que pode contribuir para a
irregularidade dos efeitos dos agentes antimicrobianos sobre os insetos, é que
a concentracdo desse agente na dieta pode influenciar a quantidade de dieta
consumida pelo inseto, podendo inibir ou reduzir a atividade alimentar das
larvas (BUYUKGUZEL e YAZGAN, 2002). No caso da P. turionellae, de um
total de 30 novas larvas inoculadas em uma dieta com altos niveis de
Rifampicina, apenas 37,5% foram capazes de chegar ao 5° estddio e as outras
morreram em 48 horas. Essa mortalidade inicial foi atribuida & mudanca no
sabor da dieta, bem como a coloragcdao avermelhada, conferida a dieta e as
larvas que dela se alimentaram, pela alta concentracdo de Rifampicina
(BUYUKGUZEL e YAZGAN, 2002).

Entretanto, nenhum dos antibidticos testados no presente trabalho
promoveu alteracdo na cor da dieta das larvas de C. putoria, sendo este um
fator que ndo interferiu nos resultados encontrados. Embora ndo tenha sido
testado o sabor das dietas, foi observado neste experimento que as dietas
contendo as concentracdes mais altas de antibidticos apresentaram um odor
marcante, caracteristico do respectivo fdrmaco, e isso também pode ter
influenciado a ingestdo da dieta e conseqilientemente a sobrevivéncia das
larvas. Essa observacdo parece concordar com o que foi sugerido por
ZUCOLOTO (1987), de que um inseto pode ingerir ou ndo uma dieta baseado
no sabor da mesma.

De acordo com SINGH e HOUSE (1970b), os microorganismos

apossimbidticos presentes no intestino dos insetos desempenham importante
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papel na digestdo, seja como nutrientes suplementares ou para auxiliar nos
processos digestivos, e a alteracdo no desenvolvimento das larvas quando
tratadas com dietas contendo antimicrobianos, pode advir da eliminacdao de
possiveis simbiontes, e conseqiientemente prejuizo nutricional para a larva, e
ndo propriamente da acdo direta dos antimicrobianos. No experimento
realizado por HAGEN (1963, apud FYTIZAS e TZANAKAKIS 1966), a
progénie de Dacus oleae ndo era capaz de se desenvolver em larvas em
conseqiiéncia da auséncia de bactérias simbidticas necessdrias para a digestdo
da proteina da fruta, em virtude de terem sido alimentados com dietas
contendo a Estreptomicina.

Por outro lado, HOBSON (1931) estudando alguns aspectos da
digestdo em moscas varejeiras, observou que a flora intestinal de larvas de
Lucilia sericata consiste principalmente de bacilos aerébicos ndo proteoliticos
e que a auséncia de flora natural proteolitica ndo influencia as reacdes
digestivas no intestino. Ele concluiu que os microorganismos nao fazem parte
do processo de digestdao normal do alimento no intestino da larva, uma vez que
niao houve diferenca na taxa de crescimento entre as larvas alimentadas com
dieta normal e as alimentadas com dieta esterilizada. Segundo o autor, as
enzimas encontradas em larvas nao esterilizadas de Lucilia sericata foram
amilase na glandula salivar e triptase, peptidase e lipase no intestino médio,
sendo que a triptase, a mais importante enzima digestiva, também foi
encontrada nas larvas estéreis. Ele sugeriu que a presenca de triptase em

larvas estéreis mostrou que as células do intestino médio das larvas secretam
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essa importante enzima em abundancia, mesmo na auséncia de bactérias.

Sendo assim, as evidéncias citadas por SINGH e HOUSE (1970b)
e HAGEN (1963) ndo apresentam relevancia no presente trabalho, uma vez
que as larvas utilizadas foram de moscas varejeiras, semelhantes aquelas
estudadas por HOBSON (1931). Assim, é possivel concluir que a mortalidade
das larvas de Chrysomya putoria pode ser atribuida unicamente a acgdo
deletéria dos antimicrobianos sobre as mesmas , quando utilizados em sua
dieta.

Essas constatagdes vém concordar com o que foi citado por diversos
autores de que o efeito dos antimicrobianos sobre as larvas quando
adicionados a dieta de insetos, pode variar de acordo com a espécie de inseto
utilizada, e suas particularidades fisioldgicas, bem como o tipo de farmaco e a

dose utilizados na composi¢do da dieta destes insetos.
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III- CONCLUSOES

Embora a terapia larval possa ser utilizada no manejo de feridas em
animais, provavelmente muitas vezes a associacdo desta com a
antibioticoterapia sistémica se fard necessdria e portanto um ou mais fdrmacos
deverdo ser capazes de diminuir a infec¢do da ferida mas ao mesmo tempo nao
impedir ou prejudicar a acdo das larvas.

Com base nos antibidticos selecionados e testados neste trabalho, foi
concluido que a Amoxicilina apresentou os melhores resultados em relacdo a
sobrevivéncia das larvas, sendo o farmaco de elei¢cdo a ser administrado aos
animais que estiverem recebendo a terapia larval. Ela podera ser utilizada com
seguranca concomitantemente a bioterapia até uma dose de 360 miligramas e
acima disso mediante observacdo in vivo, uma vez que a concentracdo que o
farmaco atinge na pele, ou seja, local onde estdo as larvas, é de 4 a 9% da
dose administrada ao animal. Nas observacdes in vitro, doses acima desta
foram deletérias ao desenvolvimento e sobrevivéncia das larvas. Do mesmo
modo, a Ampicilina na dose de até 300 miligramas poderd ser utilizada como
uma segunda op¢do, visto que sua eficdcia contra os patégenos € menor que a
da Amoxicilina.

A Cefalexina podera ser utilizada somente até uma dose de 150
miligramas, pois doses acima desta promoveram mortalidade significativa das
larvas in vitro. A Cefalotina € o antibidtico menos indicado para ser utilizado

em conjunto com a terapia larval, uma vez que apenas na dose mais baixa néo
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influenciou o desenvolvimento e sobrevivéncia das larvas.

A espécie Chrysomya putoria apresentou facilidade e baixo custo na
manutencido da coldnia, todavia, outros estudos também sdo necessarios antes
de se estabelecer a sua utilizacdo em bioterapia.

Os antibidticos e as doses testados foram apenas um primeiro passo
em relacdo ao avango que a terapia larval poderd ter na Medicina Veterindria.
Outros farmacos em diferentes dosagens carecem de estudos e protocolos
experimentais. Além disso, sdo necessdrios testes com a terapia larval
associada aos antibidticos em animais, a fim de se observar in vivo a

influéncia dos mesmos.
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