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1. INTRODUCAO

Devido ao envelhecimento da populacdo mundial e da alta incidéncia de
portadores de Diabetes, faz-se necessério, cada vez mais, 0 aprimoramento no
cuidado de feridas. O tratamento curativo de feridas reduz casos de amputacoes
e mortalidade, decorrentes de infecgcbes e de necrose (MIRABZADEH et al.,
2017). Sendo assim, tem-se na terapia larval, também conhecida como
larvoterapia, desbridamento bioldgico, bioterapia e biocirurgia (ECHEVERRI et al.,
2010; SUN et al., 2014), uma ferramenta eficaz, segura, de baixo custo para a
cicatrizacéo de feridas (SHERMAN et al., 2000).

O desbridamento biolégico trata-se essencialmente de uma miiase
facultativa (infestacdo dos tecidos de um organismo vivo por larvas necréfagas de
dipteros), terapéutica ou artificial, controlada (SHERMAN, 2009). As larvas
estéreis, obtidas a partir de criacdo em laboratério, sdo aplicadas em lesdes e
aceleram o processo de cicatrizacdo (SHERMAN et al., 2000). As indicacdes
clinicas da larvoterapia variam, no entanto, as larvas podem ser aplicadas em
feridas cronicas (infectadas, ou n&o, por micro-organismos multirresistentes),
especialmente indicadas para aqueles pacientes que nao respondem aos
tratamentos convencionais, incluindo casos de comorbidades, que impossibilitam
intervengdes cirdrgicas (WANG et al., 2010). Além disso, este tratamento pode
ser utilizado na medicina veterinaria (REY et al., 2010), visando a cicatrizacdo de
lesdes intrataveis dos animais.

A cicatrizacdo através das larvas necréfagas ocorre primariamente
devido ao desbridamento (remoc¢&o do tecido necrosado) (NIGAM et al., 2006),
entretanto o potencial terapéutico larval também contempla: a liberacdo de
componentes antimicrobianos, que promovem a desinfeccdo da ferida;
estimulacdo da angiogenese (VAN DER PLAS, et al., 2009); inibicdo da ativacao
do sistema complemento (TAMURA et al.,, 2017); e liberacdo de fatores de
crescimento no leito da ferida. Em conjunto estas atividades larvais potencializam
a reconstituicdo tecidual, consequentemente, promovendo a cicatrizacao.

A terapia larval vem sendo utilizada com sucesso ha centenas de anos,
para a cicatrizacdo de feridas (NIGAM et al., 2006). Durante a Primeira Guerra
Mundial (1914-1918), em campos de batalha Baer (médico cirurgido), observou
que as larvas facilitavam o processo de cicatrizacéo de feridas. Apés este periodo
passou a manter colbénias de moscas em laboratorio e a tratar pacientes
introduzindo intencionalmente larvas nas feridas (BAER, 2011). No entanto, nos
primeiros anos de aplicagao larval, a contaminacéo bacteriana oriunda das larvas
de moscas nado esterilizadas foi um grande problema (WOLLINA et al., 2000),
devido os riscos da introducdo de patdogenos dentro das feridas, gerando a
necessidade do desenvolvimento de procedimentos eficientes para esterilizagao.
Sendo assim, Baer desenvolveu, em seu laboratério, o primeiro método de
desinfeccdo dos ovos, através de uma solucdo de cloreto de mercurio e acido
cloridrico (WEIL et al., 1933).

Tendo em vista que, a partir de 2015, a aplicacdo da larvoterapia em
humanos, foi introduzida no Brasil (PINHEIRO et al., 2015), e que este tratamento
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estd sendo disseminado, para o cuidado de feridas, no pais, novos estudos
quanto a obtencdo de larvas estéreis fazem-se necessarios. Dessa forma, o
estudo propds investigar substancias para a esterilizacdo dos ovos visando a
obtencéo de larvas estéreis para aplicacdo medicinal.

2. METODOLOGIA

Colbnias de Chrysomya megacephala foram estabelecidas a partir de
coletas usando armadilhas (MORETTI et al., 2009) expostas em ambiente natural.
Apos identificacdo (GRELLA e THYSSEN, 2011), os espécimes triados foram
colocados dentro de gaiolas mantidas sob condicbes controladas (25+1°C,
70£10% UR e 12:12h fotoperiodo). FEmeas foram estimuladas para ovipostura
com carne bovina moida crua. Os ovos, retirados com auxilio de pincel, foram
separados em cinco grupos para os testes de desinfeccao.

Foram testadas quatro substancias para a desinfeccdo dos ovos:
hipoclorito de sédio a 1% (NaClO), peréxido de hidrogénio (H202), formol a 5% e
clorexidine, sendo o controle tratado com agua destilada estéril. O experimento foi
realizado em triplicata e cada grupo continha 30 ovos. Para o processo de
desinfeccdo, os ovos foram colocados e mantidos por trés minutos no produto
esterilizante, seguido por duas lavagens em agua destilada estéril durante trés e
dois minutos (THYSSEN et al., 2013). Apés o tratamento dos ovos, em triplicata,
uma aliquota de 100uL foi retirada da agua de lavagem dos ovos, para testes
microbiologicos. Foram realizadas semeaduras em Brain Heart Infusion Agar
(BHA) e Sabouraud dextrose agar (SDA), para teste de crescimento em meio
bacterioldgico e flngico, respectivamente. As placas foram mantidas por 24 a 72h
a 37°C.

Posteriormente a aplicacdo dos tratamentos, os 30 ovos, de cada grupo
experimental, foram colocados em placa de Petri estérii com papel filtro
umedecido e mantidos em camara climatica a 25°C durante 24h, para a ecloséo
das larvas. Apés as 24h, as larvas eclodidas de cada tratamento foram contadas,
para a verificacdo de sobrevivéncia larval, apds desinfeccdo dos ovos. Além
disso, para confirmacdo da obtencdo de larvas medicinais estéreis, cinco larvas
de cada grupo experimental foram maceradas em 1000uL de agua destilada
estéril. Deste macerado, em triplicata, aliquotas de 100uL foram novamente
semeadas em BHA, &gar nutriente e SDA e mantidas por 24 a 72h a 37°C, para
confirmacéo do processo de esterilizacdo das larvas.

As analises da eclodibilidade larval, apés a desinfeccdo dos ovos com
peréxido de hidrogénio, formol a 5%, clorexidine e hipoclorito de sédio a 1%,
foram realizadas através da analise de variancia (ANOVA). Os resultados foram
submetidos a andlise e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey com
significancia de 5 % de probabilidade (VIEIRA, 2006), com o auxilio do software
estatistico ASSISTAT (SILVA e AZEVEDO, 2009).

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os tratamentos testados, NaClO a 1%, mostrou-se o tratamento
mais eficaz (Figura 1), para a esterilizagdo dos ovos, apresentando significativa
taxa de eclodibilidade larval (66,6%) ap0s o tratamento dos ovos. Corroborando
Thyssen et al (2013) e Limsopatham et al (2017), em que 0s ovos apresentaram
boa tolerancia e resisténcia a NaClO. Além disso, neste tratamento ndo foi
verificado crescimento microbiano, ndo so resultante da aliquota de lavagem dos
ovos, mas também das larvas maceradas, confirmando, portanto, a obtencéo de
larvas medicinais estéreis. Entre as vantagens da utilizacdo de NaClO estdo o
baixo custo e a facil aquisicdo (THYSSEN et al., 2013).

Referente a eclodibilidade larval, todas as substancias (H202, formol a
5%, clorexidine e NaClO a 1%) utilizadas para a desinfeccdo dos ovos,
apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao controle (dgua destilada), cuja
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taxa de ecloséo larval foi de 90%. Entretanto, quando comparadas entre si, H202
e clorexidine ndo apresentaram diferenca quanto a taxa de eclosao larval (40% e
36,6% respectivamente). Além disso, H202 ndo poderad ser elencado como
tratamento para a desinfeccdo dos ovos, ja que tanto as semeaduras das
aliguotas da &gua de lavagem, quanto a do macerado larval apresentaram
crescimento bacteriano e fangico, sendo assim, considerado um produto
inadequado para a obtencdo de larvas estéreis. Clorexidine é um desinfetante
conhecido de baixo custo e ja foi utilizado para a esterilizacdo da superficie de
larvas (MASRI et al., 2005; PAUL et al., 2009), contudo para a desinfeccdo de
ovos de Chrysomya megacephala este produto ainda n&o tinha sido testado. Esta
substancia apresentou bons resultados quanto a esteriliza¢do larval, contudo a
sobrevivéncia destes imaturos foi baixa.

Formol a 5% apresentou a menor taxa de eclodibilidade larval (16,6%)
apos o processo de desinfeccdo dos ovos. Adams e Hall (2003) observaram alta
taxa de mortalidade larval (80%) apds tratamento com formol a 10%. Sendo
assim, apesar desta substancia apresentar potencial bactericida e ser eficaz na
desinfeccdo dos ovos, torna-se inviavel sua utilizacdo, devido a morte larval ser
significativa. De acordo com Limsopatham et al (2017), as larvas de C.
megacephala apresentam maior capacidade de sobrevivéncia e auséncia de
crescimento microbiano ap6s o tratamento de esterilizacdo. No Brasil, as larvas
desta espécie tem sido utilizadas para o tratamento de feridas de pés diabéticos
(PINHEIRO et al., 2015).
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Figura 1- Numero de larvas de Chrysomya megacephala eclodidas, conforme
tratamento: Grupo A (Controle-agua destilada), Grupo B (H202),
Grupo C (Formol 5%), Grupo D (Clorexidine) e Grupo E (NaCIlO 1%).
As colunas com * indicam diferenca estatistica a nivel de 5% de significancia pelo
teste de Tukey(P<0.05).

Nimerode larvas eclodidas por tratamento

4. CONCLUSOES

Tendo em vista, a alta incidencia de pacientes acometidos por feridas
cronicas, tem-se na terapia larval um tratamento seguro e eficaz, para promocao
da reconstituicao tecidual. A larvoterapia é capaz de diminuir a dor, reestabelecer
a autoestima e diminuir o tempo de internacdo dos pacientes. Sendo assim,
estudos referentes a obtencdo de larvas medicinais tornam-se indispensaveis,
visando isto, o estudo conclui que € necessario cuidado rigoroso, para que larvas
estéreis sejam obtidas. Pensando nisto, a escolha adequada de um produto que
além de desinfetar a superficie dos ovos, viabilize a sobrevivencia larval é
fundamental. Dessa forma, encontrou-se no NaClO e na clorexidine substancias,
gue contemplam estas caracteristicas. Assim, a aplicacédo larval podera ser feita
com seguranca, certificando-se que micro-organismos e/ou contaminantes
advindos dos ovos nédo esterilizados sejam inseridos nas feridas.
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