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RESUMO

A terapia larval (TL) consiste na aplicacdo de larvas estéreis de moscas necréfagas
(Diptera) sobre lesdes cronicas ou infectadas visando promover ou acelerar o processo de
cicatrizagdo. Para garantir seguranga e sucesso, dois fatores tem de ser alcancados: a esterilidade
das larvas que serdo utilizadas e a confirmagdo de que a espécie, durante o seu processo de
alimentacdo, consumird apenas tecido necrosado. No presente estudo, pretendeu-se avaliar se a
espécie Cochliomyia macellaria F. (Calliphoridae), de ampla distribui¢do em territdrio brasileiro,
pode ser uma excelente candidata para aplicacdo da TL, levando em conta seu comportamento e
biologia. Foi avaliada a esterilizacdo e a viabilidade pds-esterilizacdo de larvas de C. macellaria
em hipoclorito de sédio (NaClO) a 0,5% por um e por trés minutos. Adicionalmente, lesdes
foram induzidas em ratos Wistar, para avaliar a qualidade e o tempo de cicatrizacdo frente a
diferentes tipos de tratamento. Para tanto, foram montados cinco grupos experimentais, sendo que
em um deles os animais ndo foram submetidos a qualquer tipo de tratamento, e em outro foi feito
desbridamento mecanico. Também foi avaliada qual a densidade larval (5, 15 ou 25 larvas/cmz)
mais apropriada para obter melhor qualidade de cicatriza¢do e, a0 mesmo tempo, menor periodo
de aplicacdo, visando adequar a TL a um atendimento do tipo ambulatorial, isto é, sem
internac¢do. O processo de cicatrizagdo foi avaliado qualitativamente (a partir da mensuragdo de
certos pardmetros associados as lesdes) e quantitativamente (tempo). Fragmentos de pele foram
coletados antes do tratamento e 12 h, 7 dias e 14 dias pds-tratamento, e processados para anélise
histolégica. Em relacdo ao comportamento, foi observado que os imaturos de C. macellaria se
alimentaram apenas de tecido necrosado. O uso de solu¢do de NaClO a 0,5% por tré€s minutos é o
mais recomendado para obtencdo de larvas estéreis com alta taxa de viabilidade. Ndo houve
diferenca significativa nos tempos de cicatrizagdo entre os grupos experimentais. Contudo, foi
observado que na relacdo de 25 larvas/cm” houve um maior grau de vascularizac@o nos tecidos,
quando comparado aos demais tratamentos. Os mecanismos envolvidos nesse processo ainda sao
desconhecidos, mas concluiu-se que as larvas tem um importante papel na modulac¢do da resposta
imunoldgica do hospedeiro, sendo promissor o seu uso, provavelmente, em maiores densidades

do que o preconizado na literatura.

Palavras-chave: Mosca varejeira, Insetos, Cicatrizacio de feridas, Terapia larval.
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ABSTRACT

Larval therapy (LT) is the application of sterile larvae of carrion flies (Diptera) on chronic
or infected wounds to promote or accelerate the healing process. To ensure safety and success
two aspects must be met: the sterility of the larvae and confirmation that the species consume
only necrotic tissue during the feeding process. The present study intended to evaluate whether
the species Cochliomyia macellaria F. (Calliphoridae), widely distributed in Brazil, could be a
viable candidate for application of LT, taking into account their behavior and biology.
Sterilization and post-sterilization viability of larvae of C. macellaria were evaluated after being
treated with sodium hypochlorite (NaClO) at 0.5% during one and three minutes. Additionally,
lesions were induced in Wistar rats to evaluate the healing quality and healing time against
different types of treatment. For that, the rats were divided in five experimental groups, in one of
them the animals were not subjected to any treatment and in another only mechanical
debridement was performed. It was also evaluated which larval density (5, 15 or 25 maggots/cm?)
is the most suitable for better quality of healing and at the same time, shorter period of
application, in order to improve the LT to an outpatient care type, that is, without hospitalization.
The healing process was assessed qualitatively (from the measurement of certain parameters
associated with injuries) and quantitatively (time). Skin fragments were collected before
treatment and 12 h, 7 days and 14 days post-treatment, and processed for histological analysis.
Regarding the behavior, it was observed that immature C. macellaria fed only of necrotic tissue.
The use of NaClO 0.5% solution for three minutes is the most recommended to obtain sterile
larvae with high viability rate. There was no significant difference in healing times between the
experimental groups. However, it was observed that in the group of 25 rnaggots/cm2 there was a
higher degree of vascularization in tissues, as compared to other treatments. The mechanisms
involved in this process are unknown, but it appears that the larvae have an important role in
modulating the host immune response, and their use in higher density than that recommended in

the literature is probably promising.

Key-words: Blowfly, Insects, Wound healing, Larval therapy.
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1. INTRODUCAO

O Filo Arthropoda engloba a maioria das espécies animais conhecidas, reunindo cerca de
1.302.809 de invertebrados (ZHANG, 2013). Dentro desse tdxon, com aproximadamente um
milhdo de espécies descritas, os insetos constituem o maior grupo de metazodrios existente e
podem ser encontrados em quase todos os ambientes (PRICE, 1997). Em geral, estdo associados
a transmissdo ou causa de doengas, parasitismo e, além disso, tem chamado a atencdo pela
contribui¢do na resolugdo de casos dentro da drea forense (AMENDT et al., 2004).

A maioria das pessoas considera as moscas como seres nocivos, ou, no minimo, repulsivos.
Este grupo realmente inclui espécies prejudiciais a saide de humanos e animais, como Musca
domestica (Linnaeus, 1758), vetor de agentes patogé€nicos, Cochliomyia hominivorax (Coquerel,
1858) (mosca da bicheira) e Dermatobia hominis (Linnaeus Jr., 1781) (mosca do berne)
(MARCONDES, 2006).

Algumas moscas podem destruir material necrosado ao se alimentar de tecidos animais em
decomposi¢do e, por uma série de mecanismos, auxiliar na cura de lesdes cutineas de dificil
cicatrizacdo. Fazem parte do que foi chamado de “grande farmicia da natureza”, Die Grofle
Apotheke der Natur (FLEISCHMANN et al., 2004), assim como outros animais vivos ou seus
produtos (sanguessugas, veneno de abelhas, cdes guia), que utilizados no diagndstico ou
tratamento de enfermidades sdo conhecidos como “bioterapias” (BTER Foundation, 2003).

O conhecimento de que a infestacdo de feridas por certas larvas de moscas ajuda na
cicatrizagdo, porém, ¢ antigo e levou varios povos ao uso proposital de larvas para tratar certas
feridas, em geral, com bons resultados (MARCONDES, 2010). Conhecida como “terapia larval”,
essa técnica pode ser muito util, especialmente em regides de nivel socioecondmico precério, por
seu baixo custo e grande eficiéncia.

Tendo em vista que no Brasil esta € uma 4rea ainda incipiente e que atualmente, frente aos
problemas relacionados a resisténcia aos antibiéticos ¢ ao aumento da proporcido de idosos e
diabéticos na populacdo, grupo este cujo risco de lesdes com dificuldade de cicatrizacdo é
bastante elevado, o uso da terapia larval hd de ser reconsiderado, e ndo s6 como terapia

alternativa, mas primadria.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os seres humanos tém revelado preocupag¢do com o tratamento das feridas hd muito
tempo. Na Pré-histdria, preparavam cataplasma de folhas e ervas para tratar casos de hemorragias
ou para facilitar a cicatrizagdo. Com o passar do tempo, vdrios métodos foram sendo
aperfeicoados.

Ha centenas de anos ja era observado que o desbridamento de tecidos necrosados de
feridas infectadas melhorava em muito a sua cicatrizag@o. Na civilizacdo grega e posteriormente
na romana, o tratamento de feridas assumiu papel de destaque, pois ja aconselhavam
desbridamentos e cauterizacdes para preconizar a manuten¢do da ferida limpa e seca (Andrade et

al., 1992 apud BLANES, 2004).

2.1.1. TRATAMENTO DE FERIDAS

PELE: ANATOMIA E FISIOLOGIA

A pele é composta por trés camadas: epiderme, derme e tecido subcutaneo (Figura 1). A
epiderme é a camada mais externa, composta por trés tipos celulares basicos: os queratindcitos,
os melandcitos e as células de Langerhans. A derme € a camada mais profunda e é formada por
tecido conjuntivo.

A epiderme organiza-se em camadas e, a medida que as mais superficiais sdo eliminadas,
as camadas mais profundas sdo restauradas por divisdo celular. A epiderme é constituida por
cinco camadas, comegando pela camada mais interna: germinativa, espinhosa, granulosa, licida
(encontrada somente nas palmas das maos e plantas dos pés) e cornea. A camada cOrnea,
constituida por células escamosas, cheias de queratina, proporciona prote¢do contra traumas
fisicos e quimicos (ARNOLD et al., 2007).

A derme € uma espessa camada de tecido conjuntivo, tendo como principal componente o
coldgeno, que se estende da epiderme até o tecido subcutaneo. Nesta camada situam-se 0s anexos
da pele, vasos sanguineos, vasos linfiticos, misculo eretor de pelos e nervos. Pode ser dividida
em camada papilar, mais externa, e camada reticular, mais interna. A derme contém tipos
diferentes de células, incluindo fibroblastos, mastécitos e leucdcitos sanguineos, como oS

neutréfilos e os eosinéfilos (SANTOS, 2000; ARNOLD et al., 2007).



Abaixo da derme esté o tecido subcutineo, também conhecido por hipoderme, composto
por células adiposas separadas por septos fibrosos compostos de coldgeno e vasos sanguineos.
Essa camada oferece protecio contra lesdo traumdtica, promove o isolamento térmico e

proporciona reserva calérica (ARNOLD et al., 2007).

Eixo do pélo
Mulsculo
eretor - I Epiderme
do péio
Glandula
sebacea
Foliculo piloso —— Derme
Raiz do pélo
Vaso sanglineo
da derme

Tela

l— sub-
cutanea

Figura 1 - Anatomia da Pele (Fonte: http://www.auladeanatomia.com/tegumentar/tegumentar.htm).

CLASSIFICACAO DAS FERIDAS E PROCESSOS DE CICATRIZACAO

Uma ferida é representada pela interrup¢do da continuidade de um tecido corpéreo, em
maior ou em menor extensdo, causada por qualquer tipo de trauma fisico, quimico, mecanico ou
desencadeada por uma afeccdo clinica, que aciona as frentes de defesa organica (CESARETTI,
1998).

As feridas podem ser classificadas, de acordo com o tempo de reparagdo tissular, em
agudas e cronicas. As feridas agudas sdo originadas de cirurgias ou traumas e a reparacdo ocorre

em tempo adequado, sem complicagdes. As feridas cronicas sdo aquelas que ndo sdo reparadas



em tempo esperado e apresentam complicagdes. Outra classificacdo, baseada na descrigdo
anatomica da profundidade da ferida, usada para alguns tipos de feridas cronicas como as tdlceras
de pressdo e as queimaduras, engloba a ferida superficial (limitada a epiderme), a ferida com
perda parcial (limitada a epiderme e por¢do superior da derme) e a perda total (existe destrui¢do
da epiderme, derme e tecido subcutineo, podendo invadir musculos, tenddes e ossos). Esse
sistema de classificacdo por extensdo do dano tissular pode ser complementar ao anterior
(SANTOS, 2000).

O processo de reparacdo tissular compreende dois mecanismos de restauragdo dos
tecidos: a regeneracdo e a cicatriza¢do. A regeneracdo ocorre com reposicao tissular original e a
cicatrizacdo consiste em uma série de eventos complexos que sdo descritos em fases. Fase
inflamatoria: dominada pelos processos de hemostasia e resposta inflamatéria aguda. O
extravasamento de elementos sanguineos na ferida forma o exsudato e constituem um importante
mecanismo de defesa. Fase proliferativa: nesta fase ocorre reparagdo do tecido conjuntivo e do
epitélio. Na reparacdo do tecido conjuntivo ocorre a formac¢do do tecido de granulagdo, com
proliferacdo endotelial e fibroblastos. Este tecido formado por fibroblastos, substincias
produzidas por eles e vasos sanguineos € denominado tecido de granulacdo, clinicamente
apresentando-se com aspecto granuloso e avermelhado. Fase de maturagdo: formagdo de tecido
cicatricial propriamente dito com deposi¢do, agrupamento e remodelacio do coldgeno e regressio
endotelial (SANTOS, 2000).

A cicatrizacdo de feridas pode ocorrer por “primeira inten¢do”, quando nao hé perda de
tecido e as extremidades da pele ficam justapostas uma a outra; por “segunda inten¢do”, quando
as bordas da ferida ndo estdo aproximadas, ou seja, ndo estdo apostas, tais como em queimaduras
ou em ferimentos profundos que sao deixados abertos para formac¢do de tecido de granulacao; e
por “terceira intenc¢do” (ou primadria tardia), quando a ferida aberta é fechada secundariamente,
dias apds a lesdo, cicatrizando assim por primeira intencdo tardia. Geralmente essas feridas s@o

mantidas abertas para a resolucao de edema e infeccio (DEALEY, 2008).

FATORES QUE ATUAM NA CICATRIZACAO

Fatores sistémicos e locais podem afetar o processo de reparacdo tissular. Entre os fatores
sistémicos destacam-se: idade, estado nutricional, vascularizacdo e condicdOes sist€émicas, que

incluem doencas associadas (como diabetes mellitus ¢ obesidade, por exemplo) e alguns
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tratamentos sistémicos que podem comprometer o processo de reparacdo tissular, tais como a
radioterapia, quimioterapia e drogas imunossupressoras. Esses fatores muitas vezes ndo podem
ser eliminados, mas devem ser controlados. Os principais fatores locais sio: localizacdo
anatomica da ferida e presencas de infeccdo e de tecido desvitalizado, sendo todos esses fatores

fundamentais na escolha do tratamento local (SANTOS, 2000).

TERAPIAS UTILIZADAS

A presenca de tecido desvitalizado em feridas constitui-se em fator de influéncia
negativa na evolucéo da cicatrizacdo. A necrose € um tipo de morte celular, que ocorre quando
uma agressdo interfere na estrutura ou func¢fo vital de uma célula. Neste caso, ndo ha
desencadeamento da apoptose, que é a morte celular fisioldgica (RUBIN, 2006).

Sua etiologia envolve fatores relacionados as agressdes por agentes fisicos, quimicos e
biolégicos: agentes fisicos (a¢do mecanica, temperatura, radiagdo); agentes quimicos (substancias
téxicas e ndo-téxicas como &lcool, dcidos, medicamentos, detergentes e fendis); e agentes
bioldgicos (infecgdes virdticas, bacterianas ou micéticas e parasitoses).

A retirada de tecido necrético de uma lesdo, ou desbridamento, que é parte da terapia
tépica, tem como finalidade remover exsudato, eliminar microrganismos e residuos metabdlicos
nocivos que retardam a cicatrizacdo e exacerbam a dor, mantendo o meio ideal para que a
cicatrizagdo ocorra em menor tempo e com o menor custo (KIRSHEN et al., 2006; CHAN et al.,
2007).

O desbridamento pode ser feito de diversas formas: mecanico por meio cirdrgico, neste
caso a remoc¢do do tecido necrético é realizada em ambiente cirtirgico, sendo eficaz e seguro,
principalmente em casos onde ha necessidade de remocdo de maior extensdo de tecido; mecanico
por meio de friccdo com gaze, irrigacdo da lesdo com jato de solucdo fisioldgica ou uso de
instrumento cortante; autolitico, onde o préprio organismo remove de maneira natural o tecido
desvitalizado; quimico ou enzimadtico, pela aplicacdo de enzimas que facilitam a degradacdo do
tecido necrético (SANTOS, 2000); e bioldgico, que consiste na aplicacdo de larvas vivas e
previamente descontaminadas, de algumas espécies de moscas (BOWLER er al., 2001;

KIRSHEN et al., 2006).



2.1.2. TERAPIA LARVAL

A terapia larval (TL) ou larvoterapia consiste na aplica¢do de larvas estéreis vivas de
moscas obtidas em laboratdrio sobre lesdes, feridas cronicas ou infectadas, tendo como finalidade
sua cicatrizacdo a partir da remog¢do de secrecdo e tecido necrosado pelo inseto, facilitando o
processo de cicatrizagdo (MARTINI; SHERMAN, 2003).

A eficécia da TL ¢ atribuida a combinacdo de diferentes fatores que atuam em sinergia,
sendo que as larvas utilizadas sdo reconhecidas por trés efeitos benéficos: (i) desbridamento, ou
eliminacio de tecido necrosado; (ii) desinfec¢do da ferida, através da morte microbiana; e (iii)
promocdo da cicatrizag@o de feridas. Todos foram observados clinicamente e demonstrados em
laboratério (SHERMAN et al., 2000).

O desbridamento (i) é feito pela ingestdo de crostas e exsudatos pelas larvas, processo
facilitado pela secre¢do de enzimas digestivas na ferida, as quais liquefazem o tecido necrosado
antes de sua ingestdo por succdo. Conforme as larvas se movimentam, os ganchos orais e
espiculas dos segmentos larvais facilitam a entrada das enzimas digestivas no tecido e estimulam
a liberagfo de substancias cicatrizantes pelo hospedeiro.

Os imaturos desinfetam a ferida (ii) pela remocdo mecanica das bactérias e liberacio de
proteinas bactericidas. Provavelmente devido a adaptacdo evolutiva aos ambientes putridos
(cadaveres, feridas e fezes) de criacdo, as larvas das espécies usadas em TL desenvolveram
mecanismos de acdo antimicrobianos. As estratégias de controle de patégenos envolvem a agio
de enzimas bactericidas digestivas, produzidas pelo préprio organismo e outras produzidas pela
bactéria simbionte Proteus mirabilis (Hauser, 1885), e secre¢do de substincias alcalinas, como
alantoina, bicarbonato de amonia e ureia, as quais deixam as condi¢des do ambiente inadequadas
para muitas espécies de microrganismos. Além de aumentar o pH, tais substincias, assim como
citocinas € hormonios liberados no meio, também atuam estimulando o crescimento celular e

oxigenacdo do tecido de cicatrizagdo (iii) (FLEISCHMANN et al., 2004).

2.1.3. MIIASE

Segundo ZUMPT (1965), mifase pode ser definida como a infestacdo por larvas de
moscas em vertebrados vivos que, a0 menos por certo periodo, alimentam-se de tecido morto ou

vivo do hospedeiro, de suas substincias corpdreas ou da comida ingerida pelo mesmo. Dessa



forma, larvas de moscas que completam seu ciclo, ou pelo menos parte do seu desenvolvimento
normal dentro ou sobre o corpo de um hospedeiro vertebrado, sdo classificadas como causadoras
de mifases (LINHARES; THYSSEN, 2007).

Os agentes causadores de mifases pertencem a Classe Insecta e Ordem Diptera, que por
sua vez ¢ subdividida nas Subordens Nematocera e Brachycera (WOODLEY, 1989). A dltima
subordem abriga os dipteros da Infraordem Muscomorpha (YEATES et al, 2007), grupo que
concentra as espécies mais frequentes e relevantes do ponto de vista médico e econdmico, em
especial as familias Oestridae, Sarcophagidae e Calliphoridae (HALL; SMITH, 1993).

As mifases normalmente sio classificadas sob os pontos de vista entomolégico ou clinico.
Clinicamente, elas sdo classificadas baseando-se na localiza¢do da infestacdo dos parasitas no
corpo do hospedeiro, podendo ser cutdneas, subcutaneas, cavitarias, oculares, anais e vaginais.

De acordo com a classificagdo proposta por PATTON (1921), que leva em conta o ciclo
biolégico das moscas e a relacdo parasita-hospedeiro, as mifases podem ser classificadas em
primdrias, secunddrias e acidentais. Nas do tipo primdrias, as larvas sfo parasitas obrigatorios,
pois se desenvolvem exclusivamente dentro ou sobre o corpo de um hospedeiro, muitas vezes
especifico e alimentando-se de tecido vivo. Imaturos responsdveis por mifases secunddrias
normalmente se desenvolvem em substratos organicos de origem animal em decomposi¢do, mas
eventualmente podem atacar e se alimentar de tecidos necrosados em hospedeiros vivos oriundos
de feridas pré-existentes ou tlceras, por isso também sdo chamados de parasitas facultativos. Nas
mifases acidentais, ovos ou larvas alcancam o corpo oportunamente, podendo atingir orificios
naturais, feridas traumadticas ou mesmo o tubo digestério, quando ingeridos, e causar distirbios
de alguma gravidade se houver possibilidade de sobrevivéncia.

Atualmente, a classificagdo entomoldgica é a mais utilizada na pesquisa por permitir o
melhor entendimento da biologia destas moscas e relacionar tais conhecimentos as medidas de
controle e prevencao.

A TL trata-se de uma mifase secundéria induzida de modo artificial e controlada, onde
sdo previamente avaliados os possiveis efeitos negativos sobre os tecidos sadios. Os efeitos
negativos estdo relacionados ao uso de espécies inapropriadas, que se alimentam também de
tecidos vivos ou, em alguns casos, de efeitos colaterais como dor, sangramento, pirexia e

sintomas semelhantes a influenza (COURTNAY et al., 2000; WOLLINA ez al., 2002).



Virias espécies de moscas sdo relatadas como causadoras de mifase humana, mas um
reduzido nimero € conhecido para aplicagdo medicinal, podendo ocasionar complicacdes ou até a
morte do paciente, caso ndo seja investigado adequadamente o comportamento do inseto e o

mesmo tenha tendéncia em se alimentar de tecidos saudaveis.

2.1.4. HISTORICO DA TERAPIA LARVAL

A terapia larval foi descoberta acidentalmente nos campos de batalha, especialmente nas
guerras napolednicas e da Secessio Americana, e foi implantada e aperfeicoada durante a
Primeira Guerra Mundial, tendo seu auge nas décadas de 1930 e 1940.

Os primeiros relatos sobre TL sdo de 1557, de autoria de Ambroise Paré, cirurgifo
militar francés. Outros relatos de 1829, feitos por Dominic-Jean Larrey, cirurgido do exército de
Napoledo, descrevem que quando as larvas se desenvolviam nas feridas dos soldados em batalha,
o processo de cicatrizagdo acelerava, prevenindo o aparecimento de infec¢do, embora nenhum
tipo de pesquisa tenha evoluido a partir de tais observagdes.

Em 1860, John Forney Zacharias, um cirurgido confederado da Guerra Civil Americana,
pode ter sido o primeiro médico ocidental a utilizar larvas de moscas varejeiras no tratamento de
feridas com o propdsito de limpar e cicatrizar as lesdes, mas suas experiéncias também nao foram
bem documentadas (GREENBERG; KUNICH, 2002). Observacdes feitas por William W. Keen e
Joseph Jones, cirurgides do fim do século 19, acerca da presenca ndo prejudicial de larvas sobre
ferimentos também foram registradas (FLEISCHMANN ez al., 2004).

Apenas mais recentemente, em 1927, William Baer, professor clinico de cirurgia
ortopédica da Faculdade de Medicina Johns Hopkins em Baltimore, realizou o primeiro estudo
cientifico com TL para o tratamento de mais de 100 casos de osteomielite cronica (BAER, 1931).
Durante a Primeira Guerra Mundial, Baer 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 (HINSHAW, 2000; SHERMAN
et al., 2000). Porém, ao continuar utilizando essa terap€utica observou que muitos pacientes
desenvolveram infec¢des secunddrias, e entdo concluiu que era necessario esterilizar as larvas

antes de realizar o tratamento.



Os resultados de Baer popularizaram a TL nos Estados Unidos e Europa na década de
1930, com aplicacdo regulamentada, nessa época, em mais de 300 hospitais apenas nos Estados
Unidos, e producio de larvas pela companhia farmacéutica Lederle Co. Na década de 1940, com
o advento dos antibidticos e desenvolvimento das técnicas cirdrgicas na Segunda Guerra
Mundial, a TL praticamente deixou de ser utilizada (MARCONDES, 2006).

Na década de 1980 e 1990, comparando com outros tratamentos, diversos estudos
relacionados a terapia larval e sua eficdcia no tratamento de feridas de dificil cicatriza¢do, devido,
por exemplo, ao alto custo e desenvolvimento de resisténcia aos antibiéticos por certos grupos de
bactérias patogénicas, voltaram a ser feitos, liderados pelo norte-americano Ronald A. Sherman.
Em 1996, foi fundada a Sociedade Internacional de Bioterapia, organizag¢do com a finalidade de
investigar e desenvolver o uso de organismos vivos ou de seus produtos no diagndstico e
tratamento de enfermidades.

Em 2002 a TL estava sendo usada em mais de 2000 centros de saide em cerca de 20
paises, tais como Inglaterra, Estados Unidos, México, Alemanha, Bélgica e Israel. Os resultados
tem sido satisfatérios e faz-se necessario registrar o indice de cura da ferida, em torno de 80 a
90%, independentemente da etiologia da lesio (MARCONDES, 2006).

No Brasil, ainda sdo escassos os relatos, centrados mais especificamente nos processos
de esterilizacdo de larvas (VARZIM, 2005; TORRES, 2005; THYSSEN et al., 2013), ou sobre o
tratamento de feridas induzidas em ratos Wistar, tendo sido obtido, neste ultimo caso, 100% de
eficdcia na cura das lesdes e mostrando assim que o potencial para uso em humanos é uma

realidade cada vez mais proxima (NITSCHE, 2010).

2.1.5. USO CLINICO DE LARVAS DE DIPTEROS

O uso de larvas de dipteros é indicado nos casos de feridas infectadas ou ndo, mas de
diffcil cicatrizagdo, como osteomielite, abscessos, queimaduras, feridas de pacientes diabéticos,
tdlceras de pressdo, lesdes traumaticas, tumores, gangrenas intratdveis e mais recentemente em
pacientes com cincer e leishmaniose (MARTINI; SHERMAN, 2003). E importante ressaltar que

a TL nfo cura a causa da doenga, somente os sintomas clinicos exacerbados.



A terapia larval pode ser utilizada em qualquer tipo de ferida purulenta de pele ja que
uma das vantagens desse tratamento ¢ a destruicdo do tecido necrosado pelas larvas e a
preservacdo do tecido vivo em cerca de 80 a 95% dos casos, segundo MUMCUOGLU (2001).

SHERMAN (2002) avaliou a aplicacdo desta terapia em 103 pacientes e concluiu que o
tratamento proposto foi mais efetivo que os convencionais anteriormente prescritos. WOLFF e
HANSSON (2003) observaram os efeitos da mesma terapia em 74 pacientes com feridas
necrosadas cronicas de vérias etiologias, tendo efetividade em 86% dos casos em uma Unica
aplicacio de larvas. Nos demais pacientes, a resposta negativa foi devido a morte das larvas.

COURTNAY et al. (2000) descreveram que a TL poderia evitar a hospitalizacdo e
cirurgia de pacientes com feridas cronicas, além de reduzir o uso de antibioticoterapia. Além
disso, vérios autores relatam a diminui¢io do odor desagraddvel do tecido necrético, da
intensidade da dor, prevencdo ao risco de septicemia, chegando a alguns casos a evitar amputagio
de membro ou, se houver tal ocorréncia, com menor perda tecidual (MUMCUOGLU, 2001;
COURTENAY et al., 2000; WOLFF; HANSSON, 2003).

De qualquer forma é importante assinalar que a aplicacdo da TL ndo € indicada para
lesdes que apresentam sangramento com facilidade, que tenham comunicagdo com uma cavidade
ou 6rgdo interno, ou ainda quando se localizam préximas a grandes vasos (THOMAS et al,
1999; THORNTON er al., 2002; WOLFF; HANSSON, 2003). Alguns autores relatam a
possibilidade de sensacdo de prurido ou cdcegas durante a aplicagdo, sendo possivel a
administracdo de analgésicos para alivio dessa sensacio (MUMCUOGLU, 2001).

A terapia larval tem sido usada para tratar feridas em humanos, mas € usada raramente
em outros animais, devido, principalmente aos problemas conhecidos de mifases em animais
(HALL; WALL, 1995) e receio que as larvas intencionalmente aplicadas invadam tecidos sadios,
e pela falta de pesquisas acerca dessa bioterapia na veterindria. Contudo, trabalhos estao sendo
feitos nessa area e resultados promissores estdo surgindo (SHERMAN et al., 2007a; SHERMAN
et al., 2007b; JONES; WALL, 2008).

O ndmero de larvas a serem aplicadas depende de véarios fatores, tais como idade do
paciente, quantidade de tecido necrosado, extensdo da ferida e, de forma extrinseca, do tamanho e
da velocidade de alimentacdo das larvas. Em média sdo utilizadas de 5-10 larvas por cm” de drea

lesada, por um periodo de 48-72 horas, mas estes dados sdo relativos a estudos feitos com Lucilia

10



sericata (Meigen, 1826) e Phormia regina (Meigen, 1826) (HINSHAW, 2000; SHERMAN et al.,
2000; PARNES; LAGAN, 2007).

2.1.6. ESPECIES PARA USO EM TL

Os fatores favordveis que devem ser levados em conta na escolha das espécies mais
adequadas para uso medicinal sdo: nio invasdo de O6rgdos internos, larvas agregadas aos
ferimentos, rdpido desenvolvimento, baixa especificidade de hospedeiros, facilidade de criacio in
vitro, postura de ovos e alimentagdo somente em tecidos necrosados (SHERMAN ez al., 2000).
Oestridae nio apresenta nenhum desses fatores favordveis e Sarcophagidae também por ser
vivipara, ou seja, fazer postura de larvas e ndo de ovos, mais dificeis de serem esterilizados. A
familia Calliphoridae € a tnica que retine espécies com todos os fatores anteriormente listados
sendo, portanto, a mais estudada para utiliza¢do em terapia larval (SHERMAN er al., 2000).

Dentro de Calliphoridae, as espécies mais reconhecidas na literatura para o uso em TL
sdo Phormia regina e Lucilia sericata. Contudo, a primeira espécie ndo é encontrada no Brasil,
enquanto que a segunda tem distribuicdo geogréfica restrita a altas altitudes e baixas
temperaturas, além de ndo ser de ficil manutencdo em laboratério, o que justificaria a pesquisa
por novas espécies candidatas.

De ampla distribui¢do geografica em nosso territdrio, Lucilia eximia (Wiedemann, 1819)
poderia ser uma excelente candidata aos estudos com TL, porém sua dificil criacio em
laboratério e relato de caso de mifase primdria em coelho doméstico causado por larvas desta
espécie (THYSSEN; MORETTI, 2006) a desqualificam como potencial candidata.

Testes com aplicacdo em ratos das larvas dos califorideos Chrysomya megacephala
(Fabricius, 1794) e C. putoria (Wiedemann, 1830), também de fécil coleta na regido de estudo,
apresentaram bons resultados e confirmaram o potencial uso dessas espécies para TL (NITSCHE,
2010).

No género Cochliomyia duas espécies sdo registradas em nosso pafs, C. hominivorax
(Cocquerel, 1858) e C. macellaria (Fabricius, 1775). Ambas possuem cor verde, com reflexos
azul-metélicos em todo o térax e abdome e faixas verticais escuras que cruzam o mesonoto e
somente C. hominivorax apresenta polinosidade prateada no fim do abdomen (Figura 2). A
primeira é encontrada desde os Estados Unidos até o sul do Brasil. Cochliomyia macellaria

também tem ampla distribuicdo, do sul do Canada ao Chile e Argentina e de tamanho um pouco
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menor. Cochliomyia hominivorax coloca seus ovos nas superficies de feridas e cavidades do
corpo, atraidas por odores fortes e excre¢des, enquanto C. macellaria ovipde em tecidos
necrosados ou corpos em decomposi¢do. A principal diferenca entre larvas dessas duas espécies,
além do comprimento e da pigmentagdo dos troncos traqueais, é que a primeira é encontrada
somente em tecidos vivos enquanto a segunda em tecidos necrosados (LINHARES; THYSSEN,
2007). Levando em conta o hébito necréfago e abundancia de C. macellaria (Figura 2) ha de se

considerar essa espécie uma candidata a TL.

(e
C. macellaria C. hominivorax

C

Figura 2 - Morfologia geral de dipteros do género Cochliomyia. Em A: vista dorsal do mesonoto
de Cochliomyia macellaria; em B: vista abdominal mostrando detalhes da polinosidade prateada
de C. macellaria (Fonte: GRELLA; THYSSEN, 2011); em C: detalhe das traqueias de larvas de
C. macellaria e C. hominivorax (adaptado de GUIMARAES; PAPAVERO, 1999).
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2.1.7. PERSPECTIVAS NO BRASIL SOBRE O USO DE TL

Segundo dados recentes da WHO (World Health Organization, 2014), cerca de 150
milhdes de pessoas tem Diabetes mellitus em todo o mundo, e este nimero pode dobrar até o ano
de 2025. Grande parte desse aumento ocorrerd nos paises em desenvolvimento e serd devido ao
crescimento populacional, ao envelhecimento, as dietas ndo sauddveis, a obesidade e ao estilo de
vida sedentdrio. Em 2025, enquanto a maioria das pessoas com diabetes nos paises desenvolvidos
terd 65 anos ou mais, nos paises em desenvolvimento a maioria estard na faixa etdria de 45-64
anos, ou seja, em idade produtiva.

Tendo em vista que em nosso pais o estudo da terapia larval é uma 4rea ainda incipiente e
que atualmente, frente aos problemas relacionados a resisténcia aos antibidticos e uma populagado
crescente de idosos e de diabéticos, grupos cujo risco de lesdes com dificuldade de cicatrizacio é

bastante elevado, o uso desta bioterapia hé de ser reconsiderado.
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3. OBJETIVOS

1. Avaliar a eficicia do processo de esterilizag@o e a taxa de sobrevivéncia de imaturos de
Cochliomyia macellaria (Fabricius) (Diptera: Calliphoridae) frente ao tratamento com

solucdo de hipoclorito de sédio em diferentes intervalos de tempo;

2. Avaliar se C. macellaria, espécie endémica em nosso pais, pode ser usada de forma
segura para o tratamento de lesdes tegumentares, isto é, se as larvas se alimentam apenas
de tecido necrosado, e qual a densidade larval mais apropriada (5, 15 ou 25 larvas/cm?)
para o tratamento de lesdes tegumentares, tendo em vista a busca de pardmetros como
qualidade e tempo de tratamento, visando adequar o periodo de aplicacdo para 12 horas, o

que propiciaria um atendimento sem necessidade de internacdo ou ambulatorial.
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4. CAriTULOI

STERILIZATION AND SURVIVAL OF Cochliomyia macellaria (CALLIPHORIDAE) FOR
USE IN LARVAL THERAPY '

ESTERILIZACAO E SOBREVIVENCIA DE LARVAS DE Cochliomyia macellaria
(CALLIPHORIDAE) PARA USO EM TERAPIA LARVAL

ABSTRACT

Larval therapy involves the intentional application of sterile larvae of Diptera in poorly healing
wounds in order to clear the necrotic tissue to facilitate the healing process. This study aimed to
evaluate the sterilization process and survival of Cochliomyia macellaria (Fabricius) (Diptera:
Calliphoridae) after treatment with a solution of sodium hypochlorite (NaClO). The experimental
groups were: control group (CG) in which was used distilled water and sodium hypochlorite
group at 0.5% (0.5% SHG). To test the time for each treatment, the eggs were washed for one or
three minutes in the described solution and then rinsed twice in distilled water. After hatching, a
portion of larvae was rinsed and aliquots of the "rinsed water" were inoculated on Plate Count
Agar (PCA), Blood Agar (BA) and Sabouraud, with incubation at 37 °C and readings were taken
after 24 and 48 hours. Furthermore, to analyze the presence of general bacteria, fungi and
hemolytic bacteria within the first instar larvae, a portion of these was macerated and inoculated
into culture media, following the same procedure described above. There was no microbiological
growth in PCA, BA and Sabouraud regarding to the treatment groups in both immersion times.
The survival rate and hatching intervals were similar between CG and SHG. In conclusion, no
pathogens were identified within the larvae and the sterilization of Cochliomyia macellaria eggs
made by NaClO solution is an efficient method to obtain sterile larvae for use in larval therapy.

KEYWORDS: Diptera, wounds, treatment, immatures, biotherapy.

YA publicacdo de Thyssen PJ, Nassu MP, Nitsche MJT, Leite DS (2013), Sterilization of immature blowflies
(Calliphoridae) for use in larval therapy. J. Med. Med. Sci. 4(10): 405-409 incorpora os resultados aqui obtidos,
assim como os de outros estudos conduzidos pelos demais autores.
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RESUMO

A terapia larval envolve a aplicacio intencional de larvas estéreis de dipteros em feridas de dificil
cicatrizagdo com o objetivo de limpar o tecido necrosado para facilitar o processo de cura. Este
estudo teve como objetivo avaliar o processo de esterilizagdo e sobrevivéncia de larvas de
Cochliomyia macellaria (Fabricius) (Diptera: Calliphoridae), apds tratamento com solucdo de
hipoclorito de s6dio (NaClO). Os grupos experimentais foram: grupo controle (GC), em que foi
utilizada dgua destilada e grupo de hipoclorito de sédio a 0,5% (0,5% GHS). Para testar o tempo
em cada tratamento, os ovos foram lavados por um ou trés minutos na solucio descrita e, em
seguida, enxaguados duas vezes em 4gua destilada. Apds eclosdo, uma por¢do de larvas foi
enxaguada e aliquotas da "dgua de enxdgue" foram inoculadas em Plate Count Agar (PCA), Agar
Sangue (AS) e Sabouraud, com incubacio a 37°C e leituras realizadas apds 24 e 48 horas. Além
disso, para analisar a presenca de bactérias gerais, hemoliticas e fungos no interior das larvas de
1° instar, uma porcdo destas foi macerada e inoculada nos meios de cultura, seguindo 0 mesmo
procedimento descrito acima. Nao houve crescimento microbiolégico em PCA, AS e Sabouraud
em relacdo ao tratamento em ambos os tempos de imersdo. A taxa de sobrevivéncia e intervalos
de eclosdo foram semelhantes entre o0 GC e o GHS. Em conclusdo, patégenos ndo foram
identificados no interior das larvas de 1° instar e a esterilizacdo de ovos de Cochliomyia
macellaria feita por solucdo de NaClO é um método eficiente para obtencdo de larvas estéreis
para uso na terapia larval.

PALAVRAS-CHAVE: Diptera, feridas, tratamento, imaturos, bioterapia.
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4.1. INTRODUCTION

Larval therapy (LT) consists in the application of sterile and live fly larvae on necrotic skin
lesions, and aims to assist wound healing. It is indicated in cases of poorly healing wounds,
infected or not, as leg ulcers arising from atherosclerosis, vasculitis, diabetes and intractable
gangrene (MEKKES er al., 2003). The procedure is an alternative for wound debridement,
employing larvae for removal of exudates and cleansing of necrotic tissue (SHERMAN ez al,
2000). Studies have shown that in addition to the low cost and easy applicability, this method
may be more effective for cleaning wounds and prevention of amputation than conventional
methods, since in many cases the LT was more effective than the traditional methods previously
prescribed (SHERMAN et al., 1995; JUKEMA et al., 2002; SCAVEE et al., 2003; FIGUEROA
et al., 2006).

To ensure the safety and success in the treatment, two aspects have to be considered. First,
efficient cleaning of eggs techniques that allow hatching of sterile larvae (BAER, 1931;
SHERMAN; WYLE, 1996) and prevent the appearance of new infections in the injured tissue.
The second aspect is to ensure that the selected species for this purpose use during their feeding
process in the wound, only necrotic tissue (MARCONDES, 2006).

The surface of the eggs of flies (Diptera) is generally contaminated with pathogens due to
coprophagous and scavenger feeding behavior of many species. These pathogens must be
removed prior to use of immature for therapeutic purposes. Some of the techniques proposed for
the sterilization of eggs and, consequently, the hatched immature, include, for example, solutions
of hydrochloric acid (BAER, 1931), mercuric chloride (MACKERRAS; FRENEY, 1932),
sodium hypochlorite (IVERSEN, 1996; FIGUEROA et al., 2006; ECHEVERRI et al., 2010),
formalin and sodium chloride (FINE; ALEXANDER, 1934). The variation of these substances is
associated mainly to the cost and the mechanisms by which they act to kill or inhibit the growth
of microorganisms. Thus, the choice should be guided taking into account the cost and benefit
and the larval survival, being necessary to determine the degree of sensitivity of the larvae
against an exogenous substance, which may vary in different species.

Sodium hypochlorite (NaClO) has as main mechanisms of action the oxidant effect, the
change in bacterial cell metabolism and irreversible enzyme inhibition in these cells (ESTRELA
et al., 2002). Among its advantages are fast-acting, efficiency against a wide variety of
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microorganisms even at low concentrations, ease in preparation, dilution and application, low
toxicity and low cost. The disadvantages are related to the corrosive property of metals and
partial inactivation in the presence of residual organic matter attached to the surface to be treated
(PAULINO, 1999). Thus, sodium hypochlorite, commonly found in the brazilian market with the
generic name of bleach, becomes a candidate for disinfection and sterilization processes.

There are relatively few species that are admittedly promising for use in LT (SHERMAN et
al., 2000), and Lucilia sericata (Meigen) and Phormia regina (Meigen) are the most used species
(BAER, 1931). As there is little study and application of larval therapy in the tropics, there is
little information concerning the candidate species at these sites. Thus, in this study, procedures
to ensure the sterilization of eggs of Cochliomyia macellaria (Fabricius) (Diptera: Calliphoridae)
for therapeutic purposes were evaluated. Survival of immature post-treatment was also measured.
This species was selected in view of the ease of obtaining specimens due to the wide
geographical distribution in Brazil, for easy maintenance in the laboratory and the scavenger
behavior reported in the literature (ZUMPT, 1965; MENDES; LINHARES, 1993; SOUZA;
LINHARES, 1997; CARVALHO et al., 2000; CARVALHO et al., 2004).

These tests were conducted to ascertain the reason of time versus concentration of the
disinfectant agent would fulfill the effective role in sterilizing eggs without, however, be
detrimental to the survival of immature. Furthermore, an additional analysis of the presence of

general bacteria, fungi and hemolytic bacteria within the immature was made.

4.2. MATERIAL AND METHODS

4.2.1. OBTAINING SPECIMENS

Colonies of adult Cochliomyia macellaria were established from collections made in natural
environment using traps made from plastic bottle (MORETTI et al, 2009), which contained
bovine liver as bait or chicken entrails, exposed for 24 hours in the Serra do Lopo region,
municipality of Extrema, MG (22° 89'S: 46 33'0). The captured specimens were anesthetized for
about 90 seconds, at low temperatures (-20 °C) to make the identifications through taxonomic key
(MELLO, 2003; GRELLA; THYSSEN, 2011).

After identification, the adults were placed in transparent plastic cages (30x30x50 cm) with

side vents coated with nylon fabrics. They were fed with sugar and water ad libitum, staying in
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air-conditioned room under conditions of temperature (26 £ 1 °C), photoperiod (12:12 hours) and

relative humidity (70 £ 10%) controlled.

4.2.2. STERILIZATION TESTS

As oviposition substrate was offered raw ground beef. Due to the fragility of the wall of
the egg in the early hours in the environment, the tests were done after about eight hours of lay.
The eggs were removed from the meat with the aid of a fine brush and deposited on filter paper
moistened with distilled water in sterile Petri dishes for separation and counting.

All stages of this process were performed using aseptic techniques in a laminar flow. To
maintain the external surface of the eggs, considered the most contaminated, free of bacteria and
to ensure the safety of the biotherapic method, three replicates of 60 eggs were immersed in a
solution of sodium hypochlorite (NaClO) at a concentration of 0.5% during one or three minutes,
and then washed twice in sterile distilled water (Table 1). The concentration was chosen based on
studies conducted by IVERSEN (1996), who made use of sodium hypochlorite 0.5% - also called
Dakin's solution (PAULINO, 1999) -, and GREENBERG (1970), which indicated that any
concentration of 0.01 to 2% could be suitable for the disinfection of the eggs of insects.

As control group, three replicas of 60 eggs were immersed in sterile distilled water (0% of
NaClO), following the same procedure in the treated group. After two washes, the eggs were
placed in Petri dishes lined with sterile filter paper, moistened with saline solution 0.9% and
maintained for 15 hours in a climatic chamber at controlled temperature of 25 + 1 °C, time
required for hatching.

After hatching, the immature were counted to determine the effect of treatment on
survival of specimens. For this investigation the larvae were kept under the same conditions and
without offering food, counted and discarded 1, 12, 24, 36, 48 and 60 hours after hatching.
Analysis of variance of one factor (ANOVA) was performed to identify possible differences in
hatching rate and larval survival compared to each treatment. Duncan's multiple comparison test
was performed to compare survival rates in different time points. For all analyzes it was
considered an overall significance level of 5% and it was used the statistical SAS ® (SAS Inst

2006) package.
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4.2.3. MICROBIOLOGICAL ANALYSIS

To prove the effectiveness of the sterilization process 20 newly hatched larvae from each
replicate were immersed in 4 ml of sterile distilled water and homogenized by vortexing for 1
minute, the liquid being stored for microbiological analysis.

Aliquots of 0.1 ml of the stored liquid were serially diluted to 10-3 and inoculated in Petri
dishes containing culture media "Plate Count Agar" (PCA), Blood Agar (both maintained at 35
°C) and Sabouraud (maintained at 25 °C), the first two selective for bacteria, among which
haemolytic and the last selective for fungi. The readings of the plates were done 24, 48, 72 and 96

hours post-inoculation to determine the growth of microorganisms.

4.2.4. MICROBIOTA WITHIN LARVAE

After the investigation of the sterilization of the outside of the larvae, microbiological
analysis of the internal part of the larval was taken. Using the sterilization method similar to that
described above, two replicas of the control group and two replicas of the treatment group with
NaClIO at 0.5% for 1 minute were treated, so that after hatching, 20 newly hatched larvae from
each replicate were immersed in 4 ml of sterile distilled water and macerated with a sterile glass
piston. Aliquots of 0.1 ml of this liquid were inoculated in Petri dishes containing the same
culture media used in the sterilization tests (PCA, Blood Agar and Sabouraud). The readings of
the plates were done 24, 48, 72 and 96 hours post-inoculation to determine the growth of

microorganisms.

4.3. RESULTS AND DISCUSSION

Regarding the hatching rate and survival, there was no significant variation between control
and treated groups (F = 0.05, p = 0.9491) in the two immersion times (F = 0.10, p = 0.7542)
(Table 2). This indicates that C. macellaria showed good tolerance and resistance to sodium
hypochlorite 0.5% in both immersion times.

The only comparison showing significant difference on the tests is the one related to the
moments of observation. The longer they stay without food, the lower is the survival of larvae (F
= 109.66; p < 0.0001), pointing that the cause of larval death is starvation and not the sterilization
procedure.
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From the inoculation of homogenized liquid larvae it was observed the absence of
microbiological growth after 96 hours of incubation, on the plates which had been inoculated
material from the treated groups, different from the plates inoculated with material from the
control group (Figures 1 and 2). Identification of the material from the colony forming units of
the control group showed signs of Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli and other Gram-
negative coliform bacteria, and Gram-positive cocci of Staphylococcus, commonly found in
infected skin lesions (BOWLER et al., 2001; BEXFIELD et al., 2008; CAZANDER et al., 2009).
Additionally, the absence of bacterial growth on a rich and non-selective medium, such as blood
agar, confirms that the use of this disinfectant agent makes safe the application of the larvae, after
sterilization, on the lesions in view of biotherapic treatment.

The culture media also showed the absence of bacteria and fungi within the first instar
larvae, since the material seeded with macerated larvae from the treated group showed no growth
of colonies (Figure 3). Thus, the present microorganisms in the control group probably come
from the contact of the outer layer of the egg with the parent, naturally contaminated in the
environment. Once more, these data confirm the importance of the previous sterilization of eggs
and security of using the treated larvae, since they have no internal pathogenic microbiota.

Among some advantages of making use of sodium hypochlorite is its fast action, an
observation confirmed by the results obtained here as the time required for washing eggs was of
only one and three minutes, besides being a broad-spectrum bactericidal and virucidal
(PAULINO, 1999). It is a product with a low cost and because it is not a substance that needs
control over its sale, it is also easy to purchase.

The procedure used was previously tested and resulted in achieving the best rate of egg
hatching and viability of larvae of Chrysomya megacephala (Fabricius) and C. putoria
(Wiedemann) (NITSCHE, 2010), as well as the results obtained in this study, confirming that C.
macellaria eggs sterilization made by sodium hypochlorite is an efficient technique to be used to
obtain larvae free of pathogens for use in the larval therapy. We caution though that
microbiological testing should be part of routine investigation of sterilization so the larval therapy

can be used safely and successfully for therapeutic purposes.
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4.4. CONCLUSION

The results obtained in this study shows that disinfection of the eggs of C. macellaria made
with NaClO is effective for obtaining sterile larvae for use in larval therapy. We suggest the
treatment with NaClO at 0.5% for three minutes, because it uses enough chemicals and amount of

time for the safe cleaning of the larvae.
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Table 1 - Outline of the experimental groups to determine the survival of immature for use in

larval therapy.
Experimental Experimental
Treatments groups Controll group groups Contr(}lI group
I II

Concentrations/type aClO 0.5% Sterile distiled NaClO 0.5% Sterile distiled

of substance water water
Treatment time One minute Three minutes
Rinses Two and three minutes in sterile distiled water

Table 2 - Survival rate (%) of Cochliomyia macellaria immatures under different treatments

(time of immersion and concentration of NaClO).

Survival rate (%) hours post-hatching

Treatment time ~ _oneentratons/type o 24h 36h 48h  60h
of substance
Sterile distiled

water 97.5(A) 92.5(A) 87.5(A) 375(B) 0(C)

One minute

NaCl0 0.5%  95.0(A) 80.0(A) 77.5(A) 65.0(B) 0(C)

Sterile distiled

Three minutes water 95.0(A) 87.5(A) 70.0(A) 525@B) 0(C)

NaClO 0.5% 85.0(A) 925(A) 825(A) 50.0B) 0(C)

*Means with the same letter in the same line are not significantly different according Duncan test
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Figure 1 - Petri dishes containing Sabouraud culture media (left), blood agar (center) and PCA
(right), after an incubation period of 96 hours of homogenized liquid larvae, showing colony
forming units (CFU) in the control group (top row) and absence of CFU to certify sterilization in

the group that received treatment with 0.5% NaClO for one minute (bottom row).
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Figure 2 - Petri dishes containing Sabouraud culture media (left), blood agar (center) and PCA
(right), after an incubation period of 96 hours of homogenized liquid larvae, showing colony
forming units (CFU) in the control group (top row) and absence of CFU to certify sterilization in

the group that received treatment with 0.5% NaClO for three minutes (bottom row).
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Figure 3 - Petri dishes containing Sabouraud culture media (left), blood agar (center) and PCA
(right), after an incubation period of 96 hours of homogenized liquid with macerated larvae
showing CFU in the control group (top row) and absence of CFU in the group that received
treatment with 0.5% NaClO for one minute (bottom row) for certifying the absence of pathogenic

microorganisms within the larvae.
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5. CarituLo II

AVALIACAO DA DENSIDADE LARVAL DE Cochliomyia macellaria F. (DIPTERA:
CALLIPHORIDAE) PARA USO TERAPEUTICO NA RECUPERACAO DE LESOES
TEGUMENTARES>

RESUMO

A terapia larval (TL) consiste na aplicagdo de larvas estéreis de moscas necréfagas
(Diptera) sobre lesdes cronicas ou infectadas visando promover ou acelerar o processo de
cicatrizagdo. Assim, neste estudo objetivou-se avaliar o comportamento e a densidade larval de
Cochliomyia macellaria F. (Calliphoridae) mais apropriada para o desbridamento de lesdes com
tecido desvitalizado. Lesdes tegumentares foram induzidas em ratos Wistar machos a partir da
aplicacdo, subcutanea na regido dorsal, de 0,2 ml de solucdo 1:4 de &4cido cloridrico e dgua
destilada estéril. Ao todo foram montados cinco grupos experimentais: (I) tratamento com 5
larvas/cm?; dn 15 larvas/cm?; (II) 25 larvas/cm?; (IV) desbridamento mecanico; e animais (V)
que ndo receberam qualquer tipo de tratamento. Para os grupos que envolveram TL foram usadas
larvas com 12 h pés-eclosio, cujos ovos foram esterilizados com NaClO 0,5% por trés minutos,
tendo sido mantidas nas lesdes por 12 h. O processo de cicatrizacio foi avaliado qualitativamente
(a partir da mensuracdo de certos parametros associados a lesdo) e quantitativamente (tempo).
Fragmentos de pele foram coletados antes do tratamento e 12 h, 7 dias e 14 dias pds-tratamento, e
processados para andlise histolégica. Em relacdo ao comportamento, foi observado que os
imaturos se alimentaram apenas de tecido necrosado, portanto, C. macellaria é uma excelente
candidata para o uso em TL. Nao houve diferenca significativa nos tempos de cicatrizacdo entre
os grupos experimentais. Contudo, foi observado que na relagdo de 25 larvas/cm” houve um
maior grau de vascularizag¢do nos tecidos, quando comparado aos demais tratamentos, incluindo
os de menores densidades larvais. Os mecanismos envolvidos nesse processo ainda sdo
desconhecidos, mas conclui-se que as larvas tem um importante papel na modulagdo da resposta
imunoldgica do hospedeiro, sendo promissor o seu uso, provavelmente, em maiores densidades
do que o preconizado na literatura.

PALAVRAS-CHAVE: terapia larval, cicatriza¢do, moscas, Brasil.

2 As normas de citacdo bibliografica estio de acordo com o recomendado nas instru¢des para os autores para
submissdo de manuscritos disponiveis em http://link.springer.com/journal/436.
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5.1. INTRODUCAO

A terapia larval (TL) envolve a aplicacdo intencional de larvas vivas e estéreis de moscas
(Diptera) em locais onde haja lesdes tanto no homem quanto em animais, a fim de desbridar a
lesdo, removendo o tecido necrético de modo a facilitar o crescimento do tecido de granulacgéo e,
consequentemente, promover a cicatrizagdo (MARTINI; SHERMAN, 2003). O efeito terapéutico
desse tipo de procedimento sobre feridas agudas ou cronicas, com ou sem infec¢des, deve-se a
sinergia de miltiplas substancias com trés principais modos de a¢do: desbridamento, desinfec¢ao
e estimulacdo da cicatrizagdo (FLEISCHMANN et al., 2004). Nas décadas de 1970 e 1980, a
terapia larval era empregada como tltimo recurso nos casos de infecgdes resistentes (HORN et
al., 1976; TEICH; MYERS, 1986). A partir de 1990, houve novo interesse por essa bioterapia
devido, sobretudo, ao aparecimento de bactérias resistentes a antibiéticos. O sucesso de ensaios
clinicos em feridas nfo cicatrizadas por tratamentos convencionais, alcancados por SHERMAN e
PETCHER (1988), SHERMAN et al. (1995), SHERMAN (2003) e TURKMEN et al. (2010),
atraiu a aten¢@o internacional e a aceita¢do da TL em varios paises (MARCONDES, 2006).

O desbridamento trata-se de uma interven¢do que consiste em eliminar o tecido necrético
de uma ferida, o qual se acredita que pode interferir diretamente no processo de recuperacdo e
cicatrizacdo (SOARES et al., 2009). As larvas realizam essa tarefa de forma eficiente por terem
digestdo do tipo externa, ou seja, secretam seu suco digestivo rico em enzimas proteoliticas sobre
o substrato alimentar, que serd entdo absorvido (VISTNES er al, 1981). A existéncia de
pequenas placas e ganchos que compde o aparelho bucal dos imaturos facilita a penetrag@o de tais
enzimas, o que provavelmente estimula a secrecdo de citocinas pelo paciente, ajudando na
recuperacio do trauma (FLEISCHMANN ez al., 2004).

Apesar da facil aplicabilidade, para garantir maior seguranga e sucesso no tratamento, dois
aspectos devem ser fortemente considerados: (1) o uso de larvas estéreis visando ndo introduzir
outros patdégenos no tecido injuriado (SIMMONS, 1935), e (2) assegurar que a espécie
selecionada se alimente exclusivamente de tecido necrético, secre¢des e/ou fibrina, e ndo sobre
tecidos humanos saudaveis (SHERMAN er al., 2000).

Grande parte dos relatos feitos em literatura recomenda a aplicacdo de larvas de Phormia
regina (Meigen) ou entdo de Lucilia sericata (Meigen), sendo que a primeira nio foi registrada
em territério brasileiro e a segunda tem distribui¢do geografica restrita a locais de clima mais
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ameno ou grandes altitudes. O uso de insetos mais abundantes, que ndo apresentem sazonalidade
marcante e de ampla distribuicdo geografica parece ser mais pertinente em termos praticos para
alavancar a aplicabilidade dessa terapéutica.

No Brasil a TL ainda € incipiente. Ndo h4 relato de espécies reconhecidamente promissoras
para esse fim, isto é, que assegure que venham a se alimentar apenas de tecido necrosado e ndo
sadio dos vertebrados, nem mesmo clarificando a densidade de imaturos que mais convém aplicar
no que diz respeito ao nimero de espécimes por drea de lesdo. Sendo assim, neste estudo
objetivou-se avaliar o desempenho de larvas estéreis de Cochliomyia macellaria no
desbridamento de lesdes com tecido desvitalizado e secre¢do, usando como modelo animal ratos
da linhagem Wistar, e também avaliar qual é a densidade larval mais apropriada (5, 15 ou 25
larvas/cm?), tendo em vista a busca de pardmetros como qualidade e tempo de tratamento,
visando adequar o periodo de aplicacdo para 12 horas, o que propiciaria um atendimento sem

necessidade de internacdo ou ambulatorial.

5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. OBTENCAO DOS IMATUROS E ESTERILIZACAO

Colonias de adultos de C. macellaria foram estabelecidas a partir de coletas realizadas em
ambiente natural utilizando-se armadilhas confeccionadas com garrafa plastica (MORETTI et al.,
2009), as quais continham como isca figado bovino cru e viscera de frango, expostas por 24 h na
regido da Serra do Lopo, municipio de Extrema, MG (22°89'S: 46°33'W).

Como substrato para oviposi¢do foi oferecida carne bovina moida crua. Com
aproximadamente 8 h de postura, os ovos foram retirados da carne e esterilizados em solucio de
hipoclorito de sédio (NaClO) a 0,5% (solucdo de Dakin) por trés minutos, seguido de duplo
enxdgue em agua destilada estéril. Todas as manipulagdes foram realizadas dentro de fluxo
laminar.

Em seguida, os ovos foram colocados sobre placas de Petri forradas com papel filtro estéril
e umedecido com soro fisiolégico a 0,9%. Foram entdo mantidos em cimara climéitica sob
condi¢des controladas de temperatura (25 + 1°C), fotoperiodo (12: 12 horas) e umidade relativa
do ar (70 + 10%), até eclosdo das larvas. Esses procedimentos seguem descritos detalhadamente

em THYSSEN et al. (2013).
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5.2.2. MODELOS ANIMAIS E INDUCAO DAS LESOES

Foram utilizados como modelos animais ratos Wistar machos Specific Pathogen Free
(SPF), com massa corporal aproximada de 350 gramas, provenientes do Centro Multidisciplinar
para Investigacio Biolégica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB) da
UNICAMP. Dentro dos isoladores os animais foram mantidos individualmente em gaiolas de
plastico forradas com maravalha. Rac¢do e dgua foram fornecidas ad libitum.

Para indugdo das leses, de acordo com os padrdes aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da UNICAMP (protocolo n°® 2689-1 A constante no Anexo), os animais
foram anestesiados anteriormente com solucdo de ketamina/xilazina (0,2 ml/100 g), via
intraperitoneal, e em seguida tricotomizados na regido dorsal, com uso de aparelho elétrico. As
lesdes foram produzidas a partir da administracdo de 0,2 ml de solu¢io 1:4 de 4cido cloridrico e
dgua destilada, por via subcutinea e ndo transfixante, e os diferentes tratamentos (larval e

mecanico) efetuados apds 96 h.

5.2.3. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para avaliar o efeito da densidade larval sobre o processo de cicatrizagdo de lesdes
tegumentares foram montados trés grupos experimentais: (I) tratamento com 5 larvas/cm’
denominado TL-5; (II) tratamento com 15 larvas/cm® denominado TL-15; (IM) tratamento com
25 larvas/cm® denominado TL-25. Todas as larvas estéreis utilizadas tinham aproximadamente 12
h pés-eclosdo e foram mantidas nas lesdes por 12 h. Durante o tratamento, as lesdes foram
cobertas com curativo de poliuretano, gaze estéril, esparadrapo e uma ‘“camisa” de pano (Figura
1).

Dois outros grupos foram mantidos como controle: (IV) tratamento mecanico, isto é,
apenas desbridamento (DEB), utilizando gaze e soro fisiolégico a 0,9% estéreis; e (V) cujos
animais ndo receberam qualquer tipo de tratamento (NUL).

Foram feitas trés réplicas para cada grupo experimental, totalizando o uso de 15 animais.

Para se avaliar qualitativamente as lesdes e o processo de cicatrizacdo, foram observados e
mensurados os seguintes aspectos: profundidade, cor, presenca de exsudato, umidade e presenca
de tecido desvitalizado (Tabela 1). Além disso, registros fotograficos antes, durante e ap6s cada

tratamento foram efetuados para documentar os resultados.
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5.2.4. ANALISE HISTOPATOLOGICA

Fragmentos de pele da borda até o centro da lesdo, tanto dos animais que nio receberam
tratamento quanto daqueles que receberam foram coletados (antes do tratamento e 12 h, 7 dias e
14 dias pds-tratamento) e fixados em solucdo de formalina 10% tamponada. Posteriormente,
fragmentos menores foram processados rotineiramente, inclusos em parafina, desidratados,
diafanizados, cortados em seccdes de 3-4 um e corados com hematoxilina-eosina (HE).

A observacgdo foi feita em microscépio dptico comum e a caracterizacdo da evolucido do

processo de cicatriza¢do seguiu o proposto por Halloran e Slavin (2002).

5.2.5. ANALISE DOS RESULTADOS

Para avaliar se diferentes densidades larvais (varidvel independente) tem influéncia sobre o
tempo de tratamento de lesdo (varidvel dependente) foi feita uma Anélise de Variancia (ANOVA)
de um fator. Teste “a posteriori” de compara¢des multiplas de Duncan foi feito para detectar
possiveis diferencas entre as médias observadas. Todas as andlises foram feitas utilizando o
procedimento PROC GLM (Modelos Lineares Gerais) do programa estatistico S.A.S. System for
Windows versdo 6.12 (S.A.S. INST. INC., 2006).

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Comportamento alimentar

Em todos os grupos experimentais com TL, as larvas de Cochliomyia macellaria se
alimentaram exclusivamente do tecido desvitalizado presente nas lesdes tegumentares dos
animais. O tecido sadio permaneceu intacto. Portanto, ndo representariam qualquer risco para

futuros testes em seres humanos.

Resposta aos tratamentos

As avaliacdes das lesdes, suas caracteristicas e aspectos quando submetidas e ndo
submetidas aos diferentes tipos de tratamentos sdo apresentados na Tabela 1 e Figura 2.

A baixa pontuacdo associada aos grupos TL apés 12 h, conforme observado na Tabela 1 e
quando comparados aos demais grupos, mostra a contribui¢do das larvas na melhoria do aspecto

da lesdo, sobretudo ligado ao fato de removerem o tecido necrosado. O tecido desvitalizado pode
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ser constituido de material proteico, como coldgeno, fibrina e elastina, caracterizando a crosta, de
coloragdo amarelada, ou mais grossa, endurecida e de cor preta, cinza ou marrom, constituida
propriamente de tecido necrdtico. A restauragfo tissular ndo ocorre em presenca desse material,
que ndo sé prolonga a inflamagcdo como favorece a infec¢do e, por isso, a necrose deve ser
removida (Kennedy; Tritch, 1997, apud SANTOS, 2000).

Entre alguns dos animais tratados por TL entre 12 h e 7 dias, os valores, relativos a
pontuacio indicativa do estado dos pardmetros, tiveram uma alteracdo menor do que em relagdo
aos demais grupos experimentais. Esse fato pode indicar a necessidade de aumentar o tempo de
aplicacdo, ou seja, permanéncia das larvas nas feridas ou entdo a avaliacdo no sentido de se
efetuar duas aplicacdes. Entre sete e 14 dias, os valores diminuiram em todos os grupos
decorrente do processo de cicatrizacao.

Em relacdo ao tempo total de cicatrizacdo, ndo houve diferenca significativa levando-se em
conta os diferentes grupos experimentais (F = 2,18; p = 0,1526). J4 o teste de comparacdes
multiplas de Duncan, mostrou que as médias de intervalo de tempo observadas foram diferentes
em especial entre os grupos TL-5 e TL-25 (Tabela 2). Isso significa que a intervengdo com maior
nimero de larvas (25 larvas/cm2) acelerou o processo de cicatrizagdo em comparag¢do com a de
menor densidade (5 larvas/cm2). Além disso, o tratamento usando um menor nimero de larvas
ndo difere, no que diz respeito a cicatrizagdo, ao método de desbridamento ou auséncia de
tratamento.

Considerando que, apds a limpeza pelos métodos testados, ndo houve mais nenhuma
manipulacido das feridas com curativos e/ou coberturas, e que, mesmo assim, todas as lesdes
cicatrizaram totalmente, foi observado que depois de certo tempo o tecido morto ndo estava mais
presente em todas as lesdes (Figura 2). Durante os tratamentos, as lesdes dos grupos TL foram
desbridadas pela acdo das larvas e as do grupo desbridamento por acdo mecanica. As lesdes do
controle negativo, que em nenhum momento passou por tratamento, provavelmente foram
desbridadas por processo autolitico.

Apesar da semelhanca na fisiologia de ratos e seres humanos, existem diferencas
anatomicas que devem ser consideradas na comparacdo da cicatrizagdo, como por exemplo, as
formas de contracdo e aderéncia da pele (frouxa/estreita) e presenca/auséncia de misculo no
tecido subcutaneo (panniculus carnosus) (DORSETT-MARTIN, 2004). O modelo animal possui

aderéncia de pele do tipo frouxa e panniculus carnosus presente, o que facilita a regeneragio
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tissular, enquanto o homem tem aderéncia do tipo estreita e ndo possui esse muisculo subcutineo.
Além disso, a situagdo clinica de um paciente, especialmente em condi¢do patolégica cronica,
envolve muitos fatores complexos e dificeis de simular em um modelo animal (varidveis
ambientais, fatores sistémicos e genéticos) (DORSETT-MARTIN, 2004).

Nesse sentido, as caracteristicas das feridas alcancadas nessa pesquisa foram de lesdes
agudas com baixa infec¢do bacteriana, originadas de um dano externo (substincia quimica
téxica) e com reparacdo em tempo adequado, sem complicacdes. Apesar das boas condi¢cdes de
saide dos animais terem facilitado a cicatrizacdo de todas as lesdes, os resultados mostraram que,
aplicadas sobre as lesdes, o uso de larvas de C. macellaria representam uma alternativa vidvel

para tratamento de feridas de quaisquer etiologias.

Histopatologia

Ao exame das laminas (Figura 3) foram observados trés grupos patoldgicos, assim
caracterizados:

Grupo I (12 h pds-tratamento). Presenca de drea de ulceragdo com infiltracdo de células
inflamatdrias constituidas por neutréfilos e macréfagos, raros eosinéfilos que se estenderam
através das camadas dérmica e subcutanea. Na camada dérmica foi encontrada grande quantidade
de restos celulares e hemorragia.

Grupo II (7 dias pds-tratamento). Presenca de 4rea ulcerada com infiltracdo de neutréfilos e
macréfagos, somente na camada dérmica. Hemorragia e restos celulares foram observados
somente na camada superficial da derme. Presenca de vasos linfaticos dilatados na camada
profunda da derme.

Grupo III (14 dias pds-tratamento). Presenca de pequena drea de ulceracdo com restos
celulares, hemorragia discreta e infiltrado inflamatério de neutréfilos e macréfagos. Em alguns
animais ocorreu o fechamento da tlcera, restando ainda na derme pequena quantidade de
macréfagos.

Especificamente em relacdo ao grupo TL-25, foi observado um maior grau de
vascularizag¢do, quando comparado aos demais tratamentos, com a formacdo de numerosos vasos
sanguineos e visualizacdo de hemacias em seu interior.

Neste estudo ndo foram observados os mecanismos envolvidos com a resposta imune de

ambos, inseto e hospedeiro, contudo, em estudo realizado por Zhang et al. (2010), foi observado
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o efeito promissor de larvas de moscas em feridas, pela constatacdo de que extrato de 4cidos
graxos das larvas secas de L. sericata regula a imunohistoquimica ¢ aumenta o nimero de novos
capilares durante a fase inflamatéria, bem como auxilia na contracio da ferida na fase de
formacdo de tecido de granulacdo e durante a remodelaco tecidual, estimulando a angiogénese e
a cicatrizacdo da ferida, eventos nio concomitantes.

Outros fatores envolvidos na promog¢ao do processo de cicatrizagdo em casos que envolvam
feridas cronicas devem ser pesquisados, ainda mais levando-se em conta que alternativas podem
ser uma importante via para aqueles pacientes cujos tratamentos anteriores ndo resultaram em
sucesso, quer seja por infeccdes bacterianas concomitantes ou por apresentarem certa deficiéncia

da resposta imune, como ocorre, por exemplo, em pacientes diabéticos.
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Tabela 1 - Caracteristicas das lesdes em cada modelo animal frente ao tempo de lesdo e sob diferentes circunstincias (grupos

experimentais). A pontuacgio indica o estado dos pardmetros: quanto menor o valor, menos aguda ¢ a lesdo.

Profundi C E

@ ro ,undldade or xsudato Umidade Tecido desvitalizado

‘g 0:Peleintegra 0: Vermelho 0: Ausente 0: Presente (fibrina/crosta/pus)
€ £ 1:Epiderme/derme  1:Rosa 1: Aquoso : torinajerosta/pu TOTAL
&g ~ ) ) . 1: Ausente 0: Ausente
£ -£ 2: Subcutineo 2: Amarelo 2: Sanguinolento > Exsudato |: Presente
© § 3: Féscia muscular 3: Marrom 3: Seroso ' '

)

Oh 12h 7d 14d Oh 12h 7d 14d Oh 12h 7d 14d Oh 12h 7d 14d Oh 12h 7d 14d Oh 12h 7d 14d

2 2 1 1 1 3 12 0 0 0 2 o0 1 1 2 1 0 1 1 0 4 7 15 2

NUL 2 2 1 1 1 1 12 0 0 0 o0 o0 1 1 O0 1 0 1 1 0 4 5 35 2
2 2 1 1 1 1 13 0 0 o0 0 o 1 1 1 1 o0 1 1 0 4 5 5 2

2 2 < - 1 1 - - o0 o0 - - 1 2 - - 1 1 - - 5 6 - -

DEB 2 2 1 |1 1 o o0 o0 o0 2 0 o0 1 2 1 o0 1 1 1 0 5 7 3 1
2 2 1 1 1 1 1 o0 0 o0 o0 o 1 1 o0 1 1 1 1 0 5 5 3 2

2 2 1 1 1 0 23 o0 1 O O 0 2 1 01 0 1 1 1 0 7 4 5 1

.- =22 1 1 12 0 12 0 1 0 o0 o0 2 1 0 1 1 1 1 0 75 4 35 2
> 2 2 1 1 12 1 13 0 1 1 0 0 2 2 01 1 1 1 1 0 75 71 45 2
2 2 2 1 2 02 3 02 1 1 0 0 2 2 1 o0 1 1 1 1 8 7 171 3
Tw-->"2 1 1 12 0 1 1 1 O O O 2 1 O 1 1 O 1 0 75 3 3 3
s 2 2 1 1 1 o0 3 o 1t o0 o0 o0 2 1 1 1 1 1 1 0 7 4 6 2
2 2 1 1 2 o0 1 o0 1 0 0 0 2 1 o0 o0 1 0 1 0 8 3 3 1

TL- =522 1 1 1 1 3 0 1 o0 0O o0 2 1 1 1 1 1 1 0 7 5 6 2
» 2 2 2 1 2 ©o0 3 0O 1 1 o0 o 1 1 1 1 1 ©0 1 0 71 4 171 2

* Mais de um estado foi assinalado dentro de cada pardmetro nos casos onde as lesdes apresentaram estados distintos simultaneamente.
® Na pontuacdo total, nos casos que envolveram parAmetros com mais de um estado foi considerada a média dos valores. © Animal nio
sobreviveu.
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Tabela 2 - Tempo médio, em dias, de cicatrizacdo das lesdes tegumentares em relacdo aos

diferentes grupos experimentais.

Grupos experimentais Tempo médio de cicatrizacio

(dias)
NUL 24,6 (A,B*)
DEB 22,0 (A,B)
TL -5 27,0 (A)
TL -15 23,0 (A,B)
TL -25 21,0 (B)

* Valores com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes de acordo com o teste de
Duncan.
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Figura 1 - Curativo utilizado nos grupos experimentais de terapia larval. Em A: tela de

poliuretano e esparadrapo; B: “camisa” de pano para evitar a fuga dos imaturos.
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Figura 2 - Caracteristicas das lesdes por tipo e intervalo de tratamento. Onde: NUL: sem
tratamento; DEB: desbridamento mecanico; TL-5: uso de 5 larvas/cm® TL-15: uso de 15
larvas/cm? ; TL-25: uso de 25 larvas/cm?’; 0: lesdo inicial; 12: apds 12 h; 7: ap6s sete dias; 14:

apoés 14 dias.
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Figura 3 - Cortes histoldgicos relativos as dreas de ulceragdo (aumento 100x). Em A: grupo I, 12
h pds-tratamento, visualizacdo de processo hemorrdgico (seta); em B: grupo II, 7 dias pds-
tratamento, macréfagos, neutrdfilos, restos celulares e pontos hemorragicos isolados; em C:
grupo III, 14 dias pds-tratamento, reorganizagdo celular e cicatrizagdo; em D: formagdo de

numerosos vasos sanguineos ap6s 7 dias de tratamento em uma densidade de 25 larvas/cm®.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

1. A desinfeccdo dos ovos de Cochliomyia macellaria feita com hipoclorito de sddio
(NaClO) ¢ eficaz para a obtencdo de larvas estéreis para utilizacdo em terapia larval. Sugere-se o
tratamento com NaClO a 0,5% (solucdo de Dakin) durante trés minutos, concentracdo quimica
suficiente para a limpeza segura da superficie dos ovos e tempo de contato que ndo inviabiliza o

desenvolvimento embrionario;

2. Larvas de Cochliomyia macellaria podem ser usadas de forma segura em testes de
tratamento de lesdes tegumentares, tendo em vista que no modelo animal utilizado, ratos Wistar,

elas se alimentaram apenas de tecido necrosado;

3. A densidade larval mais apropriada foi a de 25 larvas/cm?, em virtude do menor tempo de
cicatrizacdo quando comparado ao tratamento de 5 larvas/cm’. Além do fato de que em relagdo
ao tratamento TL-25, observou-se um maior grau de vascularizacdo nos cortes histolgicos,
demonstrando que provavelmente as larvas estimulem a neoformacio de vasos sanguineos. O
mesmo tipo de reagdo ndo ocorreu frente aos demais tratamentos e em menores densidades
larvais, embora os mecanismos efetores da resposta imune nio tenham sido pesquisados no
presente estudo. Desse modo, seria imprescindivel que os préximos testes de terapia larval
considerassem a aplicacdio de um maior nimero de larvas/cm® do que o recomendado na
literatura corrente (5-10 larvas/cm?), e também abordasse os mecanismos de interacdes quimicas

e celulares entre larva e hospedeiro, que parecem relevantes no processo de cicatrizagdo.
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8. ANEXO
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Comissdo de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO,

Certificamos que o projeto "Seleciio e avaliacdo da densidade larval de
espécie de Diptera candidata para uso de terapia larval na recuperacio de

lesbes tequmentares em ratos Wistar” (protocolo n® 2689-1(A}), sob a
responsabilidade de Dra. Patricia Jacgueline Thyssen / Mariana Prado Nassu,

estd de acordo com os Principios Etices na Experimentagio Animal adotados
pela Socledade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e
com a legislacdo vigente, LElI N® 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que
estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, @ 0 DECRETO N°
6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 25 de outubro de
2013

Campinas, 25 de outubro de 2013.
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