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RESUMO

A terapia larval consiste na aplicagdo de larvas vivas e desinfectadas de moscas
necrofagas (Diptera), obtidas a partir de criagdo em laboratorio, sobre lesdes e feridas cronicas
ou infectadas. No Brasil, a aplicacdo da técnica para o tratamento de feridas em humanos tem
sido feita apenas em cardter experimental, mas a extensdo do uso é uma realidade cada vez
mais proxima, a partir da divulgacdo e aplicacdo entre e pelos profissionais da saide. Na
literatura encontram-se disponiveis diversas dietas visando a criagdo de insetos, entretanto,
nenhuma apropriada para o transporte de larvas para a aplicagdo terapéutica, que pelo menos
assegure a sobrevivéncia e esterilidade, da origem até o destino no decorrer do trajeto. A
leishmaniose, causada por um tipo particular de protozodrio parasita de fagdcitos
mononucleares, ¢ uma doenca endémica em 98 paises. Dentre muitas espécies, Leishmania
amazonensis, de ocorréncia principalmente na regido amazonica, tem sido associada a lesoes
cutaneas localizadas e difusas. Apesar da alta endemicidade, a doenca ainda € negligenciada e
a falta de agentes adequados e definitivos para seu tratamento tem levado a pesquisa de
numerosos compostos. Dessa forma, o presente estudo objetivou: (i) investigar a aceitagdo da
terapia larval em diversos extratos da sociedade, de todas as regides brasileiras, com a
posterior elaboracdo de um panfleto educativo para divulgacdo desta terapia; (ii) avaliar o
desenvolvimento de Chrysomya megacephala (F.) e Cochliomyia macellaria (F.) (Insecta,
Diptera, Calliphoridae) em trés dietas — a base de (I) gérmen de trigo, (II) levedo de cerveja e
(II) ovo —, que pudessem assegurar a sobrevivéncia e esterilidade das larvas no decorrer do
transporte; e (iii) avaliar in vitro o potencial anti-leishmania em diferentes concentracdes das
excregoes e secrecoes larvais de C. megacephala e C. macellaria contra a forma promastigota
de Leishmania amazonensis. A pesquisa sobre a aceita¢ao, usando redes sociais, obteve 1.226
respostas provenientes de ambos os sexos e atingindo todas as regides geogréficas do Brasil,
distintas religides, niveis educacionais e econdmicos, dreas de atividade e grupos etarios.
Houve aceitagdo entre aproximadamente 78% contra 22% que se recusariam a aplicar tal
terapia, ndo sendo observada significativa diferenca entre os grupos. Entre as dietas avaliadas,
as dietas II e III preencheram todos os pré-requisitos e critérios de boa qualidade em relagdo a
textura. Concluiu-se, desta maneira, que a dieta Il é a que garante maior custo-beneficio para
a criacdo e transporte de larvas desinfetadas de C. macellaria e C. megacephala para fins
terapéuticos. Testes analisando o efeito das ES de C. macellaria e C. megacephala sobre
promastigotas de L. amazonensis in vitro, em comparagdo ao grupo controle (cont -),
mostraram que os tratamentos (1) para C. macellaria, e (1) e (2) para C. megacephala,
inibiram significativamente o ndmero médio de promastigotas do meio (p <0,05). O
tratamento (3), com a menor quantidade de ES, ndo apresentou diferenca estatistica em
relacdo ao controle (—), para ambas as espécies avaliadas. Sendo a reducdo do nimero de
parasitos inversamente proporcional a concentragcdio de ES, conclui-se que o efeito
leishmaniostético obtido € dose-dependente das ES larvais.

Palavras-chaves: entomologia médica; bioterapia; leishmaniose; dieta artificial;

diptero; feridas cronicas; bactérias multirresistentes; tratamento alternativo.



ABSTRACT

Larval therapy consists of the application of live and disinfected larvae of
necrophagous flies (Diptera), obtained from laboratory breeding, on lesions and chronic or
infected wounds. In Brazil, the application of the technique for the treatment of wounds in
humans has been done only experimentally, but the extension of the use is an increasingly
close reality, from the dissemination of the subject among health professionals. In the
literature, several diets aiming at insect breeding are available, however, none suitable for the
transport of larvae for the therapeutic application, which at least ensures the survival and
sterility of the maggots, from origin to destination. Leishmaniasis, caused by a particular
parasitic protozoan type of mononuclear phagocytes, is an endemic disease in 98 countries.
Among many species, Leishmania amazonensis, mainly occurring in the Amazon region, has
been associated with localized and diffuse skin lesions. Despite the high endemicity, the
disease is still neglected and the lack of adequate and definitive agents for its treatment has
led to the research of numerous compounds. Thus, the present study aimed to: (i) investigate
the acceptance of larval therapy in various extracts of society, from all Brazilian regions, with
the subsequent elaboration of an educational leaflet for the dissemination of this therapy; (ii)
to evaluate the development of Chrysomya megacephala (F.) and Cochliomyia macellaria (F.)
(Insecta, Diptera, Calliphoridae) in three diets - (I) wheat germ, (II) brewer’s yeast and (III)
powder egg, which could ensure the survival and sterility of the larvae during transport; and
(111) to evaluate the anti-leishmania potential in different concentrations of the excretions and
larval secretions of C. megacephala and C. macellaria against the promastigote form of
Leishmania amazonensis. The survey on acceptance, using social networks, obtained 1,226
responses coming from both sexes and reaching all geographic regions of Brazil, different
religions, educational and economic levels, areas of activity and age groups. There was
approximately 78% acceptance and 22% rejection of the use of this therapy, with no
significant difference observed between the groups. Among diets evaluated, diets II and III
fulfilled all prerequisites and criteria of good quality in relation to texture. It was concluded
that diet II is the one that guarantees the most cost-benefit for the creation and transport of
disinfected larvae of C. macellaria and C. megacephala for therapeutic purposes. In order to
evaluate the effect of C. macellaria and C. megacephala ES on L. amazonensis promastigotes
in vitro, in comparison to the control group (cont -), the treatments (1) for C. macellaria, and
(1) and (2) for C. megacephala, significantly inhibited the mean number of promastigotes in
the medium (p <0.05). The treatment (3), with the lowest ES, did not present statistical
difference in relation to the control (-), for both evaluated species. Since the reduction in the
number of parasites is inversely proportional to the ES concentration, it is concluded that the
leishmaniostatic effect is dose-dependent on ES larvae.

Keywords: Medical entomology; Biotherapy; Leishmaniasis; Artificial diet; Diptera;

Chronic wounds; Multiresistant bacteria; Alternative treatment
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1 Introducgao e revisao bibliografica

1.1 A VIVENCIA DE UM PORTADOR DE FERIDA CRONICA

Uma ferida é classificada como cronica quando nao cicatriza em um periodo de quatro
a oito semanas, causando perda significativa das camadas mais externas da pele, a epiderme e
a derme (Jones et al 2006). No Brasil, cinco milhdes de pessoas sdo afetadas por feridas
cronicas, sendo que destas, 200.000 estiveram afastadas de maneira tempordria ou
permanente, constituindo a 14® maior causa de afastamento do trabalho no pais (Lei de Acesso
a Informacdo, INSS, 2014). Entre os diversos tipos de lesdes, as mais frequentemente
encontradas em hospitais no Brasil sdo ulceras arteriais, venosas, de pressdo e neurotroficas,
comuns em patologias que acometem o sistema nervoso periférico, como hanseniase,

alcoolismo e diabetes mellitus, doencas endémicas no Brasil (Salomé 2010).

Diversas caracteristicas de um paciente fazem com que sua ferida ndo se cure, entre
elas, seu envelhecimento, a presenca de doenca cardiovascular, diabetes mellitus e obesidade
(van Rijswijk & Polansky 1994). Feridas cronicas nao avancam pelos estdgios de cura de uma
ferida aguda (homeostase, inflamacdo, proliferacdo e maturagdo); ao invés disso, essas feridas
ficam estagnadas na fase de inflamacao (Kirshen et al 2006). A presenca de tecidos nao
vidveis no leito da ferida prejudica o desenvolvimento de tecido sauddvel de granulacdo e a
migracdo de queratindcitos necessdrios para a reepitelizacdo local (Stechmiller & Schultz
2007). Sendo assim, € importante que seja feito o desbridamento no leito da ferida, para que

sejam removidos o tecido necrotico e os exsudatos nocivos a sua cura (Kirshen et al 20006).

Dependendo do método utilizado, o desbridamento pode causar dor, sendo necessdria,
além de anestesia, a explicagdo cuidadosa do procedimento ao paciente, minimizando sua
ansiedade e desconforto. Os desbridamentos cirirgico e mecanico sdo os métodos que mais
comumente causam dor ao paciente. Um estudo feito por Krasner (1998) com quatorze
pacientes com ulceras venosas evidenciou a angustia sentida ao terem que passar por um
desbridamento, ja que a dor da ulcera comecga de novo apds esse tratamento. Uma paciente do
estudo relata “Quao ruim pode ser, € s6 um pequeno buraco aqui, apenas fique calma, ele vai
terminar em dois minutos. Mas isso estraga seu dia todo. Porque vocé estd com o dobro de dor
do que estava quando chegou aqui e vocé ainda precisa voltar ao seu trabalho. O médico

desbridava um pouco a ferida, entdo ela se agravava mais ainda, e a dor comegava de novo.
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Entdo parecia que, quando ela estava sé um pouco mais manejavel, j4 era a hora de voltar ao

médico, e ele faria isso de novo. Comecar tudo de novo. Esse ciclo vicioso”.

Krasner (1998) também pontua que o cuidado especial para evitar a dor dos pacientes
€ deixado de lado pelos profissionais de saide, seguindo duas expressdes do conhecimento
geral, “¢ preciso doer para curar” e “sem dor, sem ganho”. No estudo fenomenoldgico de
Beitz & Goldberg (2005), dezesseis idosos com tlceras foram entrevistados, levantando os
seguintes sintomas, relacionados a dor da ferida cronica: perda de mobilidade, oposicdo a
troca de curativos, perda de vitalidade, tentativa de conseguir uma boa noite de sono,
diminui¢do de apetite. Como Steptoe (2006) sugere, a depressdo e a doenca crOnica estdo
relacionadas de diversas formas, sendo que o principal fator de risco para depressdo na
segunda metade da vida € a saude precdria. Ainda assim, o cuidado com feridas tende a focar
apenas em aspectos fisicos da doenca (Hopkins 2001), e consequéncias, como dor e outros

assuntos relacionados a qualidade de vida, ainda sdo marginalizados (Jones et al 2006).

No estudo conduzido por Salomé (2010), 22 pacientes de um ambulatdrio aceitaram
participar de uma pesquisa acerca de suas vivéncias com feridas cronicas. Foi levantado por
eles a dificuldade em conviver com um tratamento longo, com diversas internacdes
hospitalares, levando-os a marginalizacdo por conta de parentes e outros pacientes que
dividem o quarto, devido a presenca de secrecio com odor fétido. Por essa razdo, houve a
diminuicdo de suas atividades recreacionais, como dan¢a de saldo e pratica de esportes,
devido aos sentimentos de “passar por discriminagdo” (36.4%), “medo de exalar odor”

(31.5%), “medo de acidente com o curativo” (22.5%) e “desmotivagao” (10%).

Segundo Machado (2004), € importante ao portador de ferida pertencer a sociedade, de
forma a desenvolver seu lado social, alcancando o equilibrio e convivendo harmonicamente
com sua condi¢do. Um individuo que carrega os sentimentos de incapacidade, autopiedade e
discriminacao, devido a sua condi¢do fisica, acaba tornando mais dificil seu tratamento e

reabilitacdo.

1.2 DESBRIDAMENTO

O desbridamento oferece diversos mecanismos com potencial de facilitar a cura de
uma ferida; primeiramente, ele aumenta a habilidade de acessar a ferida com mais precisao,

revelando seu tamanho e profundidade reais, bem como a presenga de sinais de infec¢do.
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Além disso, a eliminagdo de tecido necrético diminui a quantidade de bactérias presentes no
leito da ferida, além de mediadores pré-inflamatérios (Beitz 2005). Em uma ferida cronica, €
necessdrio que sejam feitos desbridamentos rotineiros para repetidamente remover o acimulo
de tecido necrdtico e bactérias patogénicas, visando a promover a cicatrizagcdo (Calianno &

Jakubek, 2006).

O tratamento de uma ferida € complicado, mas a esfera psicoldgica de um paciente
também afeta sua cura; assim, € importante que profissionais de satide explorem a ferida em
si, mas também a experiéncia dos pacientes com a doenca e o contexto deles com o seu
ambiente, suas crengas e experiéncias de vida (Kunimoto et al 2001). Desta forma, ao se fazer
a escolha pelo método mais adequado de desbridamento, € importante que se leve em
consideragdo o conhecimento de técnicas pelo cirurgido, as caracteristicas da ferida, como seu
tamanho, profundidade e quantidade de exsudatos, bem como os desejos e preocupagdes do
paciente em questdo, além da reduc¢do da dor do paciente (Smith 2002). Os métodos de
desbridamento disponiveis incluem: desbridamento autolitico, enzimadtico, cirurgico,

mecanico e com uso de larvas (Kirshen et al 2006).

No desbridamento autolitico, a ferida € coberta com curativo apropriado e as proprias
enzimas proteoliticas corporais, liberadas por macréfagos, efetuam a liquefacdo do tecido
desvitalizado e promovem a formacdo do tecido de granulacdo (Konig et al 2005). Para
promover a cura mais rdpida da ferida, o enfermeiro responsédvel deve selecionar o curativo
que mais se adeque as suas caracteristicas, optando por um que remova o excesso de umidade
(alginatos, espumas), para evitar maceracao da pele ao redor, ou que mantenha a ferida umida
(hidrogel, hidrocoldides), caso ela esteja seca (Anderson 2006). No desbridamento
enzimdtico, por sua vez, a ferida € tratada com enzimas proteoliticas, diferindo do
desbridamento autolitico por serem estas exdgenas ao corpo humano. Entre as enzimas mais
comumente utilizadas estdo a papaina, extraida do mamado (Hebda & Lo 2001), e a
colagenase, derivada de Clostridium histolyticum (Hebda et al 1998). A primeira atua
degradando a fibrina presente no leito da ferida, agindo da superficie para o interior desta
(Hebda & Lo 2001); a colagenase, por sua vez, ¢ mais seletiva, degradando coldgeno e
elastina, do interior da ferida para sua superficie (Hebda et al 1998). O desbridamento

autolitico, quando composto pelos curativos adequados, apresenta a mesma eficicia que o

desbridamento enzimético que utiliza colagenase (Konig et al 2005).

E reportado que os tipos de desbridamentos mecénico e cirdrgico comumente causam

muita dor, ainda que seja utilizado anestésico local (Holm et al 1990; Vowden & Vowden
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1999). A técnica do desbridamento cirdrgico envolve a remoc¢do agressiva de grandes
quantidades de tecido necrético com o uso de bisturi, tesoura e forceps. O procedimento é
feito em uma sala de cirurgia e o paciente deve estar sob anestesia; neste método, a ferida
cronica retorna a fase de ferida aguda (Vowden & Vowden 1999). No desbridamento
mecanico, os métodos utilizados envolvem forca externa, como jatos de salina aplicados com
pressdo sobre a ferida e curativos do tipo “wet-do-dry”, que consistem em envolver a ferida
com gaze umedecida com salina e esperar secar completamente, € entdo remover
(Kammerlander et al 2005). Esses métodos sdo extremamente dolorosos e sé podem ser
aplicados com anestesia, mas sdao controversos por ndao serem seletivos e acabarem

removendo também tecido sadio do leito da ferida (Kirshen et al 2006).

Uma alternativa a estes métodos de desbridamento agressivos € a aplicacao de larvas
vivas e esterilizadas de moscas varejeiras sobre o tecido necrético, que se alimentardo deste,
fazendo sua remoc¢do sem causar dor ao paciente e diminuindo o trabalho dos profissionais de
saude (Mumcuoglu 2001). Este procedimento € chamado de terapia larval, e esta apresenta

diversas vantagens quando comparada aos tipos classicos de desbridamento.

1.3 TERAPIA LARVAL

1.3.1 Definicio

Terapia larval (TL) € a aplicacdo de larvas vivas em feridas necréticas para auxiliar em
seu desbridamento (limpeza), desinfeccdo e/ou cicatrizagcdo (Chambers et al 2003). Uma
infestacdo de larvas em um vertebrado vivo é chamada de mifase (Zumpt 1965). Assim,
terapia larval pode ser definida como uma miiase terapéutica, cuja “otimizac¢do” garante a
eficcia e seguranca no tratamento de uma ferida. A mifase € controlada através da escolha
cuidadosa da espécie de mosca, além da desinfeccdo da larva e do uso de curativos especiais

que mantenham as larvas na ferida, usando medidas de controle de qualidade durante todo o

processo (Sherman 2014).

1.3.2 Historico

A terapia larval foi descoberta acidentalmente nos campos de batalha, especialmente
nas guerras napolednicas e da Secessdo, e foi implantada e aperfeicoada durante a Primeira

Guerra Mundial, tendo seu auge nas décadas de 1930 e 1940 (Baer 1931; Sherman et al
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2000). E indicada nos casos de feridas infectadas ou ndo, mas de dificil cicatrizagdo, como
osteomielite, abscessos, queimaduras, feridas de pacientes diabéticos, tlceras de pressdo,
lesdes traumadticas, tumores, gangrenas intratdveis e mais recentemente em pacientes com
cancer e leishmaniose; é importante ressaltar que a TL nao cura a causa da doenga, somente

os sintomas clinicos exacerbados (Martini & Sherman 2003).

Os primeiros registros escritos sobre terapia larval sdo de autoria de Dominic Jean
Larrey, cirurgido do exército de Napoledo, que, em 1829, relatou que as feridas de soldados
em batalha que abrigavam larvas tinham uma cicatrizagdo mais rdpida, além de menor
aparecimento de infeccdo, embora nenhum tipo de pesquisa tenha evoluido a partir de tais
observacdes (Tanyuksel et al 2005). Em 1860, J. F. 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 (Sherman et al 2000). No século passado,
durante a Primeira Guerra Mundial, o médico americano William Baer retomou os registros
sobre terapia larval durante sua atuagdo na expedicao das for¢as americanas na Franca. Ao
cuidar de dois soldados que haviam passado uma semana em campo com feridas graves
cobertas de larvas de varejeiras, mas que, no entanto, ndo apresentavam infeccdo, febre ou
puruléncia, Baer percebeu a potencial importincia do uso de larvas no tratamento de feridas

(Manring & Calhoun, 2011).

Para realizar seus estudos em terapia larval, Baer criou moscas no peitoril da janela de
um hospital (Lenhard, 1973), conduzindo experimentos com pacientes com osteomielite, em
que era verificada a cura de infeccdes dentro de seis semanas. Ainda que a maioria dos
resultados tenha sido positiva, dois pacientes tratados com larvas morreram de tétano, sendo
evidenciada a necessidade da esterilizacdo prévia dos insetos a serem usados no tratamento
(Baer 1931). Ele entdo desenvolveu um método de criacio de moscas em ambiente estéril,
que, no entanto, acabou aumentando os custos da terapia (Manring & Calhoun, 2011). Na
década seguinte, o mundo acompanhou uma expansdo do uso de antibidticos, e terapias
alternativas para infeccdes foram abandonadas por algumas décadas, até a descoberta de
resisténcia bacteriana e a retomada da terapia larval por médicos americanos (Sherman et al

2000).
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1.3.3 Mecanismos de acao

A cura de uma ferida passa pelas etapas de homeostase, inflamacdo, proliferacao,
remodelamento e maturacdo (Stechmiller & Schultz 2007). Uma ferida necroética
normalmente se encontra estagnada na fase de inflamacgdo. A terapia larval faz com que a
ferida avance para a fase de proliferacdo. Isso se dd pela mudanca mais notdvel em feridas
tratadas com larvas: o desbridamento. O tecido morto, quer seja necrosado ou gangrenoso e
infectado, € removido, permanecendo o local onde estava a ferida com aparéncia saudavel e
limpa. Além disso, desde que a terapia larval se tornou uma pratica comum, outros efeitos nas
feridas, tais como quimicos (a¢cdo das secrecdes e excrecdes larvais) ou os fisicos (contato

fisico da larva com a lesdao), também foram notados (Sherman 2014).

Entre os efeitos quimicos, podem ser destacadas a acdo de proteases (Hobson 1931) e
DNAses que auxiliam no desbridamento da ferida (Brown et al 2012); liberagdo de peptideos
antimicrobianos e dissolucdo de biofilme, que atuam na desinfeccdo (Thomas et al 1999;
Bexfield et al 2004); producdo de alantoides e ureia, aumentando o pH da ferida e
minimizando o estabelecimento de bactérias (Robinson & Baker, 1939); proliferacdo e
migracdo de fibroblastos, angiogénese e reducdo da resposta inflamatoria pela reducdo do
complemento, que estimulam o crescimento e a cicatriza¢do da ferida (Chambers et al 2003).
Como efeitos fisicos, o movimento natural das larvas na ferida durante o processo de
alimentacdo auxilia no desbridamento, e a massa larval causa aumento local na temperatura

do tecido, gerando um maior estimulo ao seu crescimento e cicatriza¢dao (Sherman 2014).

1.3.4 Espécies utilizadas em terapia larval

Para a terapia larval, devem ser utilizadas as espécies que se alimentam unicamente de
tecido necrosado (Marcondes 2006). As que mais tém sido reconhecidas para este fim sdo as
larvas pertencentes a familia Calliphoridae (Diptera), especialmente Lucilia sericata (Meigen)
e Phormia regina (Meigen) (Stewart 1934; Fletcher & Haub 1933; Mumcuoglu et al 2001),
tendo como vantagem um rdpido desenvolvimento, facilidade de criagdo in vitro e de
desinfeccdo, uma vez que ovos sdao mais facilmente manipulados e ambas ovipositam.
Contudo, a primeira espécie tem distribuicdo geografica restrita aos locais de alta altitude e

baixas temperaturas, € a segunda ndo € encontrada no Brasil (Nitsche 2010). Isto explica por
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que pesquisas conduzidas em nosso pais t€ém sido feitas visando a identificar novas espécies

candidatas (Nassu & Thyssen 2015).

Dentro dos géneros de Calliphoridae encontrados no Brasil, Chrysomya Robineau-
Desvoidy, 1830 € um dos mais abundantes e de ampla distribuicao (Guimaraes et al 1979).
Das doze espécies pertencentes ao género, vdrias sdo causadoras de mifases primdrias e
secunddrias em animais domésticos (Maheshwari & Naidu 2010): Deste modo, apenas
algumas espécies podem ser consideradas candidatas para a terapia larval, justificando porque
Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794), de coloracdo verde e faixas horizontais escuras no

abdomen (Figura 1), foi uma das espécies escolhidas para realizar o presente estudo.

No género Cochliomyia Towsend, 1915, duas espécies sdao conhecidas: 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 (Figura 1). A primeira é encontrada desde os Estados Unidos até o sul do Brasil, e
coloca seus ovos nas superficies de feridas e cavidades do corpo, atraida por fortes odores e
excrecoes. Cochliomyia macellaria também tem ampla distribui¢do geografica, desde o sul do
Canada até a Argentina, contudo ovipde em tecidos necrosados ou corpos em decomposicao
(Thyssen et al 2012). A principal diferenca entre larvas de C. hominivorax e C. macellaria,
além do comprimento e da pigmentacio dos troncos traqueais, € que a primeira é encontrada
somente em tecidos vivos enquanto a segunda em necrosados (Linhares & Thyssen 2007).
Levando-se em conta o habito necréfago e abundancia de C. macellaria no Brasil esta espécie

foi considerada uma excelente candidata a TL (Nassu 2014).

Essas espécies foram selecionadas tendo em vista a facilidade de obtengdo de
exemplares devido a ampla distribuicdo geografica destes dipteros em todo o territdrio
brasileiro, pela facil manutencdo em laboratério e pelo comportamento necrofagico registrado
em literatura (Estrada et al 2009). Masiero et al (2016) comprovaram, pela primeira vez, o
efeito bacteriostitico de exosecrecdes de Cochliomyia macellaria in vitro, levantando a
necessidade de avaliar outros aspectos no desenvolvimento de suas larvas e efetividade de
suas exosecrecdes sobre protozodrios. Da mesma forma, objetivou-se verificar esses

parametros nas larvas de Crysomya megacephala.
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Figura I: Morfologia de dipteros dos géneros Chysomya e Cochliomyia. A. Vista dorsal do mesonoto
de Chrysomya megacephala; B. Vista dorsal do mesonoto de Cochliomyia macellaria. C. Diferenca de
pigmentacdo das traqueias larvais de C. macellaria e C. hominivorax (adaptado de Guimardes & Papavero,
1999)

1.3.5 Perspectivas sobre a terapia larval no Brasil

No Brasil, a terapia larval tem sido aplicada apenas em um hospital universitrio no
Rio Grande do Norte, vinculado a Universidade Federal do Rio Grande do Norte (Pinheiro et
al 2015). No estudo publicado por esse grupo de pesquisa, larvas de C. megacephala foram
aplicadas numa ferida infectada por bactérias multirresistentes de uma paciente idosa e
diabética; apds 43 dias de tratamento, a superficie da ulcera estava coberta por tecido de
granulacdo e as bactérias multirresistentes (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa) foram eliminadas da ferida.

As pesquisas em andamento no pais inicialmente caminharam para estabelecer um
protocolo de aplicacdo da terapia larval, focando na escolha das espécies candidatas (Nitsche
2010), do método de esterilizacdo (Thyssen et al 2013) e da densidade larval apropriada
(Nassu & Thyssen 2015). Apds o estabelecimento desses parametros, a pesquisa brasileira

pdde prosseguir com os estudos aplicados em terapia larval.

Recentemente, Masiero et al (2015) fizeram a comparacdo do padrao histolégico de
lesdes obtidas com &dcido em camundongos, posteriormente tratadas com desbridamento
mecanico classico, aplicacdo de larvas de C. macellaria e aplicac@o de larvas associado a um
curativo com liberacdo de prata. Os resultados mostraram que as lesdes tratadas com larvas
apresentaram uma resposta inflamatdria abundante no terceiro dia apds a aplicacdo, fator
importante para a regeneracdo tecidual; nas feridas tratadas com larvas e com larvas
associadas a um curativo com liberacdo de prata, ndo houve formacdo de crosta ou
proliferacdo de bactérias, e foram encontrados macréfagos e promotores de angiogénese em

grande nimero. Estudos testando a eficdcia das exo-secrecdes larvais de C. macellaria frente
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a bactérias também estdo tomando forma, e Masiero et al (2016) demonstraram pela primeira
vez a eficicia das exo-secrecOes desta espécie sobre coldnias de Staphylococcus aureus e

Pseudomonas aeruginosa, bactérias comuns no ambiente hospitalar.

14 DIETAS ARTIFICIAIS PARA CRIACAO DE INSETOS EM LABORATORIO

Dietas artificiais tém sido estudadas ha mais de um século (McCollum & Davis 1915).
Na entomologia, sdo usadas para estudar a nutricdo dos insetos, testar componentes para
observar seus efeitos fisiologicos, e para realizar a manutencdo de coldnias e producdo em
massa para varios propositos (Singh 1983; Waldbauer 1968). Em geral, as dietas elaboradas
para criacdo em massa de insetos sdo feitas com componentes crus, sendo desenhadas para
imitar seu alimento natural, simplesmente combinando substancias com valor nutricional
conhecido e suplementando-as com extratos de levedura e grdos que fazem parte da dieta

natural dos insetos de interesse (Vanderzant 1974).

1.4.1 Componentes de dietas artificiais para criacao de insetos em laboratério

Segundo Singh (1983), a dieta ideal para criagdo em massa de insetos deve preencher
alguns pré-requisitos; primeiramente, deve suprir todos os nutrientes necessdrios para a
producdo de insetos vidveis. Além disso, ndo pode ser cara, e deve ser facil de usar e preparar,
utilizando ingredientes locais e prontamente disponiveis. A vida util de armazenamento deve
ser longa, e a viabilidade de adultos produzidos na dieta deve ser de pelo menos 75% do
numero total de larvas vidveis. Além disso, é essencial que o entomologista possa adaptd-la de
acordo com os ingredientes encontrados em seu pais, tornando-a mais acessivel

economicamente (Shorey & Hale 1965).

O principal constituinte natural da alimentacdo de insetos necréfagos de importancia
médica e veterinaria € a carne; no entanto, seus derivados sio caros e modificam o odor da
dieta, e ha décadas vém sendo desenvolvidas dietas artificiais que utilizam de outras frontes
proteicas, como ovo de galinha integral em p6 (Gingrich, 1964; Gingrich et al 1971), gérmen
de trigo (Adkisson et al 1960), levedo de cerveja (Vanderzant 1974), derivados de soja
(Vanderzant 1974), leite de vaca em po (Leal et al 1982).
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A introducdo de gérmen de trigo as dietas acelerou a criacdo de insetos em laboratério,
por ser este um fornecedor de carboidratos e proteinas, além de minerais e vitaminas B, ndo
possuindo toxinas ou impedimentos alimentares a estes animais (Adkisson et al 1960). Este
ingrediente passou a ser usado na criacdo de mais de 100 espécies diferentes de insetos, desde
sua ado¢do em dietas artificiais (Vanderzant 1963). Extratos de vdrias espécies de levedura
também sdao usados em dietas para suplementi-las com suas vitaminas e nutrientes. Além
disso, levedos t€ém um fator protetor a vitaminas quando a mistura destes € aquecida

(Vanderzant 1974).

A soja, comumente usada na alimentagdo do homem e na criacdo de animais de abate,
tem uma grande quantidade de proteinas (Wolf & Cowan 1971). No entanto, graos crus de
soja contém substincias toxicas a insetos, e sua proteina fica pouco disponivel desta forma. A
autoclavagem da soja aumenta sua qualidade nutricional e destréi seus fatores toxicos
(Mickelsen & Yang 1966). Assim, ela também pode ser um componente importante na dieta

de insetos.

Sabe-se que os insetos sdo incapazes de sintetizar o anel esteroide necessdrio para
atingir seu crescimento, desenvolvimento e reproducdo normais, € € preciso que este seja
obtido de forma exdgena, através de sua alimentagdo (Svoboda et al 1975). Em 1935, Hobson
evidenciou que a adi¢do de colesterol em uma dieta com peptona e extrato de levedura foi
capaz de auxiliar na promog¢do do crescimento de uma larva varejeira. Desta forma, lipidios
soliveis também devem ser adicionados a uma dieta artificial, de forma purificada ou como

constituintes de alimentos mais complexos.

Finalmente, para a elaboracdo de uma dieta sélida, é necessario manter uma grande
quantidade de dgua; o dgar tem sido usado para este fim, devido ao seu aspecto gelatinoso e

por ser nutricionalmente inerte (Vanderzant 1974).

1.4.2 A importancia de dietas estéreis

Na criagcdo de dietas artificiais para insetos, € requerida uma sanitizacdo estrita para
controlar microrganismos presentes no alimento e prevenir doencas (Vanderzant 1963). Os
métodos utilizados devem matar todos 0s microrganismos ou suprimir seu crescimento. A
esterilizacdo dos ingredientes da dieta é efetuada pelo calor, filtragem, tratamento quimico,

radiacao ou por uma combinagdo de vdrios destes. A autoclavagem seca ou molhada é a que
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menos causa danos aos nutrientes; filtracdo, por outro lado, sé pode ser utilizada para
pequenas moléculas. Uma crenca comum entre entomologistas que desenvolvem dietas para
insetos € que seu aquecimento destr6i suas vitaminas e outros nutrientes; ainda assim, €
sabido que € possivel aquecer dietas em certas condi¢des em que nenhuma ou quase nenhuma
decomposicdo de nutrientes aconteca. Em misturas completas contendo diversos tipos de
moléculas grandes, estas podem agir de forma protetora sobre moléculas pequenas que seriam
sensiveis ao calor (Vanderzant 1963). Apds a autoclavagem, algumas dietas se mostram até

mesmo mais nutritivas do que se disponibilizadas cruas aos insetos (Creek et al 1961).

A introducgdo de culturas assépticas permite que os requisitos nutricionais de insetos
sejam determinados sem a interferéncia do metabolismo de microrganismos (Vanderzant
1974). Além disso, para o uso em terapia larval, € necessario que as larvas ndo carreguem
microrganismos patogénicos ao leito da ferida, e € indispensdvel, para tal, o uso de dietas
esterilizadas para seu desenvolvimento e transporte do laboratério até o paciente (Sherman &

Tran 1995).

1.4.3 Dietas artificiais para criacio de moscas de interesse médico e veterinario

Na literatura, sdo encontrados vdrios registros de dietas para criacdo de moscas com
interesse médico e veterindrio que substituem o uso de tecido animal por outros componentes,
visando a sua facil criacdo em massa e a alta viabilidade de adultos. As dietas disponiveis na
literatura apresentam composi¢des similares. Em 1974, Stoffolano desenvolveu uma dieta
utilizando leite em po, levedo de cerveja e agua, sendo verificado o desenvolvimento
satisfatorio das glandulas sexuais de adultos de Phormia regina (Diptera: Calliphoridae). Em
1977, Singh complementou a dieta com caseina, melhorando o crescimento de larvas de
Mpystacinobia zelandica (Diptera: Oestridae). Em 1982, Leal et al (1982) testaram trés dietas
diferentes para o desenvolvimento de Chrysomya chloropyga (Diptera: Calliphoridae),
utilizando-se de leite em pé e ovo integral em po; leite em po e caseina e apenas leite em po,
obtendo crescimento semelhante das larvas criadas nas trés dietas. Mais recentemente,
Mendonga et al (2009) determinaram a melhor concentra¢do de albumina nas dietas artificiais
para criacdo de Chrysomya megacephala, usando como outros ingredientes 6leo vegetal,

vitaminas e sal mineral.

Embora sejam diversos os tipos de dietas artificiais para criacdo destes insetos na

literatura, ainda faltam dietas pensadas para o transporte de larvas visando a sua aplicacdo em
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terapia larval. Algumas dietas estéreis foram desenvolvidas com o principal objetivo de
poderem ser estocadas sem criar fortes odores e serem fisiologicamente uniformes, sem
influéncia do metabolismo de bactérias (Michelbacher et al 1932; Sherman & Tran 1995),
sendo que s@o encontrados na literatura apenas trés registros de dietas para criacdo de larvas

com uso em terapia larval (Sherman & Tran 1995; Zhang et al 2009; Rueda et al 2010).

Sherman & Tran (1995) propuseram uma dieta utilizando figado bovino em putrefa¢do
com &gar, seguido de autoclavagem e adicao de diferentes concentra¢des de tripsina, sem que
estas influenciassem o desenvolvimento final das larvas. A tripsina atua sobre a proteina
coagulada, fazendo com que ela esteja mais disponivel para as larvas recém-eclodidas. Zhang
et al (2009) desenvolveram uma dieta para adultos de Lucilia sericata, com a inten¢do de
substituir a adi¢do de carne para estimular a maturacdo ovariana e oviposi¢ao pelas fémeas.
Em sua dieta, testaram diferentes concentracdes de leite de vaca integral em pd, levedo de
cerveja, gérmen de trigo e 4dgar, sendo que uma das concentracdes de ingredientes se mostrou

mais efetiva para os dois critérios avaliados.

Rueda et al (2010) testaram dois tipos de dieta, ambas previamente autoclavadas, para
a criagdo de Lucilia sericata. A primeira consistia de dgar, sangue de carneiro, figado em po,
caldo BHI (brain heart infusion), fosfato dcido de sédio, fosfato dcido de potdssio, glicose e
agua destilada; a segunda consistia de farinha de sangue, farinha de ovo, leite em po, agar e
dgua. A sobrevivéncia da fase de ovo a adulto foi de 91,2% para a primeira dieta, e de 40,5%
para a segunda. As moscas continuaram sendo criadas nesta dieta por dois anos, e seu ciclo de

vida nao se alterou, evidenciando o sucesso desta dieta.

Todos os registros encontrados em literatura de dietas proprias para terapia larval
visam apenas a criacdo destas larvas, sendo que ainda ndo registro de dieta propria para seu
transporte visando a aplicagdo terap€utica, que possa assegurar sua sobrevivéncia da origem

ao destino no decorrer do transporte.

1.5 LEISHMANIOSE

1.5.1 Biologia do parasito

O género Leishmania estd inserido na familia Trypanosomatidae, dentro da ordem
Kitenoplastida, que redne protozodrios flagelados com DNA mitocondrial condensado na
regido proxima aos corpusculos basais do flagelo, chamada de cinetoplasto (Neves et al

2011). Os tripanossomatideos possuem formas celulares distintas ao longo do seu ciclo
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bioldgico, sendo esta mais evidente na transicdo entre seus hospedeiros vertebrados e
invertebrados. A nomenclatura usada para descrever essas formas celulares leva em conta a
exteriorizac¢do do flagelo no corpo celular, a posi¢do do cinetoplasto em relacdo ao nicleo e a
presenca de membrana ondulante. A forma promastigota, encontrada no interior do trato
digestorio do hospedeiro invertebrado e na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado nas
primeiras horas apds o repasto sanguineo, € caracterizada pelo formato alongado, com
cinetoplasto anterior ao nucleo; o flagelo € livre na porcdo anterior da célula. A forma

amastigota, encontrada no interior de macréfagos do hospedeiro vertebrado, é arredondada e

seu flagelo curto ndo se exterioriza (Neves et al 2011).

1.5.2 Ciclo do parasito em seus hospedeiros

O hospedeiro invertebrado da Leishmania € a fémea do mosquito-palha, do género
Lutzomyia (Diptera: Psicodidae: Phlebotominae). A Leishmania é encontrada parasitando uma
grande quantidade de hospedeiros vertebrados, sendo que os mais comumente encontrados,
além do ser humano, sdo canideos e roedores, que podem atuar como reservatorio natural em
areas rurais e urbanas (Neves et al 2011). O ciclo se inicia quando a fémea do mosquito se
alimenta do sangue de um hospedeiro vertebrado que apresente amastigotas de Leishmania
em seus macréfagos. A saliva do mosquito inoculada na corrente sanguinea possui, além de
acdo vasodilatadora e anticoagulante, acdo quimiotdtica importante na atracdo de macréfagos
a regido da picada, aumentando as chances de ingestdo de amastigotas pelo inseto. No
intestino do inseto, os amastigotas ingeridos se transformam em promastigotas em cerca de
trés a quatro dias do repasto sanguineo, migrando para a por¢do anterior do trato digestdrio,
causando comprometimento da vélvula estomoedal, com posterior invasdo da faringe, cibério
e probdscide, propiciando a sua transmissao no proximo repasto sanguineo. No momento do
repasto, sdao inoculadas formas promastigotas metaciclicas, que aderem a membrana do
macréfago e sdo endocitadas, transformando-se em amastigotas dentro do vactolo
parasitéforo. A partir deste momento, sdo feitas sucessivas multiplicacdes, até o rompimento
da célula hospedeira e a liberacdo de amastigotas, que, da mesma forma, sdo internalizados
por outros macréfagos, gerando uma reacdo sisttmica no hospedeiro e mantendo a

continuidade do ciclo (Neves et al 2011).



26

1.5.3 Manifestacoes clinicas

As mais de 20 espécies conhecidas para o género se diferem quanto a suas
manifestacdes clinicas no organismo do hospedeiro vertebrado, sendo que o destino final do
parasito no corpo do hospedeiro determina sua gravidade. A leishmaniose pode se apresentar
no ser humano nas formas cutinea, cutaneomucosa, cutinea difusa e visceral. Dentre as
doencgas mais infecciosas, ela ocupa o nono lugar do ranking mundial (Hotez et al 2004),
sendo endémica em mais de 90 paises, com mais de 350 milhdes de pessoas vivendo sob risco
(Desjeux 2001). A incidéncia estimada é de dois milhdes de casos novos por ano, sendo meio
milhdo de casos de leishmaniose visceral e 1,5 milhdes de leishmaniose cutanea (Desjeux
2004). Em 2014, 90% dos casos de leishmaniose visceral ocorreram majoritariamente em seis
paises: Brasil, Etidpia, India, Somélia, Suddo do Sul e Sudio (OMS 2014). Na mesma analise,
a maior parte dos casos de leishmaniose cutinea ocorreram no Afeganistdo, Algéria, Brasil,

Colombia, Ira, Paquistio, Peru, Ardbia Saudita e Siria.

A leishmaniose visceral é uma doenca cronica e de alta letalidade caso o paciente nio
seja submetido ao tratamento especifico, devido ao seu emagrecimento, hepato e
esplenomegalia e edemas tipicos dessa condicdo. Os fatores de risco para seu
desenvolvimento incluem a co-infec¢do com HIV, uso de drogas imunossupressoras, e,
justificando sua prevaléncia em paises subdesenvolvidos, a desnutricdo. Seus agentes

etiolégicos sdo a Leishmania donovani e Leishmania infantum (Neves et al 2011).

A leishmaniose tegumentar pode se manifestar nas formas cutinea, mucocutanea e
cutanea difusa, de acordo com a localizagdo e a dispersdo das feridas pelo tegumento. Apds a
inoculacdo de promastigotas na corrente sanguinea pela picada do mosquito, o curso da
infec¢do varia, dependendo da espécie de Leishmania e das caracteristicas genéticas e da
resposta imune do hospedeiro, podendo gerar os distintos casos clinicos supracitados. Sao
vdrias as espécies responsaveis por essas manifestacdes clinicas, sendo que as que causam a
condicdo no ser humano e sdo mais comuns no territorio brasileiro sdo: Leishmania
braziliensis, Leishmania amazonensis e Leishmania guyanensis. As lesdes iniciais se
manifestam por infiltrados inflamatérios compostos de linfécitos e macréfagos na derme,
repletos de parasitos; elas podem ter regressdo espontanea, permanecer estaciondrias ou
evoluir em diferentes ritmos, dependendo da viruléncia do parasito envolvido (Neves et al

2011).
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As lesoes tipicas da leishmaniose cutinea sdo caracterizadas por uma pdpula no local
da picada do mosquito, que progride lentamente para um nddulo, ainda com a epiderme
intacta, e com presenca de muitos parasitos e macréfagos. Com a evolucdo do quadro, hd o
aparecimento de ulceras na epiderme com borda elevada e granuloma composto por
macréfagos, linfécitos e parasitos. Caso o quadro prossiga, a ulceragdo pode se estabilizar,
apresentando uma lesdo satélite e menor quantidade de parasitos e linf6citos e macr6fagos no
infiltrado inflamatério. Caso haja regressdo, a lesdo cicatriza e fica caracterizada pela

epiderme fina, com uma leve depressao e fibrose dérmica (Neves et al 2011).

1.5.4 Tratamento

Antimonios pentavalentes foram, por seis décadas, o unico agente anti-leishmania
disponivel (Polonio & Efferth 2008), sendo disponibilizados nas formas comerciais
Pentostam® e Glucantime®. Além dos efeitos colaterais, que incluem pancreatite e
anormalidades no eletro-cardiograma, estes remédios estdo sendo questionados por
apresentarem reducao da eficacia ao longo do tempo, sendo necesséario o aumento gradual de
sua concentracdo até que se atinja o limiar maximo de toxicidade, inviabilizando a
continuacdo de muitos tratamentos (Vanaerschot et al 2014). Ainda com o aumento da
concentracdo, foi reportada a taxa de 60% de falha nas dreas de alta endemicidade no final dos
anos 90 (Haldar et al 2011). Concomitantemente, a anfotericina B, com os nomes comerciais
Fungizone® e AmBiosome®, foi introduzida no tratamento, sendo que a maior seguranga na
sua formulagc@o e maiores taxas de cura propiciaram sua ado¢do nos centros de saide (Burza
et al 2014). Ainda assim, o alto custo do tratamento e seus efeitos colaterais, que incluem
incluem faléncia renal, ainda sdo fatores suficientes para incentivar o descobrimento de novas
drogas mais acessivels € menos toxicas ao organismo (Polonio & Efferth 2008) A
miltefosina, com o nome comercial Impavido®, foi a primeira droga de uso oral usada no
tratamento, mas ja € identificada resisténcia entre os parasitos, e foi observado efeito
teratogénico, ndo podendo ser empregada no tratamento de mulheres gravidas. O aumento na
prevaléncia de HIV e a sua co-infeccdo com Leishmania é um fator que também deve ser
levado em conta quando analisada a eficidcia dos tratamentos, ji que a efetividade dos

remédios € diferenciada em pessoas com e sem a co-infec¢ao (Ritmeijer et al 2006).

1.5.5 Potencial anti-leishmania das larvas de mosca
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No cenario atual, o tratamento da leishmaniose através dos medicamentos
tradicionalmente usados apresenta alto custo, sendo que estes nem sempre sdo efetivos devido
ao surgimento de resisténcia e a sua alta toxicidade, além da ineficicia em individuos
imunossuprimidos ou que apresentem infeccoes secunddrias nas feridas. Dessa forma, €
necessdria a busca por tratamentos que sejam eficientes, menos téxicos e que ndo induzam
resisténcia nos pacientes (Cruz-Saavedra et al 2016). Na literatura, sdo encontrados diversos
tipos de tratamento de leishmaniose utilizando fitoterdpicos e outros (Phillipson & Wrigth

1991) e outros produtos de origem natural, como prépolis (Ayres et al 2007).

O potencial bactericida das secrecdes larvais de dipteros ja estd bem estabelecido em
literatura hd mais de uma década (Thomas et al 1999; Sherman et al 2000; Mumcuoglu et al
2001; Bexfield et al 2004), e estudos avaliando seu potencial contra protozodrios causadores
de doenca, em especial Leishmania, estdo em fase investigativa inicial na literatura
(Arrivillaga et al 2008; Polat et al 2012; Cruz-Saavedra et al 2016; Sanei-Dehkordi et al
2016), sendo focados em padronizar os métodos para extragdo das exosecrecdes larvais e sua

aplicagdo in vivo e in vitro.

Arrivillaga et al (2008) fizeram uma avaliacdo preliminar aplicando larvas de L.
sericata diretamente sobre feridas cutaneas causadas por L. amazonensis em hamsters. As
larvas foram previamente esterilizadas e aplicadas na proporcdo de 1 larva a cada 10cm? de
lesdo. Foi observado que as lesdes apresentaram tecido de granulacdo sadio e taxa de
cicatrizacdo total variando entre 80 a 100% em um periodo de 24 a 48h, apds a aplicacao de
larvas por 12h. Apdés trés meses de constante avaliagdo dos hamsters, ndo houve reincidéncia
de ferida causada por Leishmania, evidenciando a relevancia de larvas medicinais no
tratamento de leishmaniose cutanea. Polat et al (2012) analisaram o efeito das exosecrecoes
de L. sericata sob as formas promastigotas e amastigotas de Leishmania tropica, in vitro € in
vivo, respectivamente. O estudo mostrou que as secregdes foram efetivas in vitro e,

principalmente, nas lesdes in vivo.

Mais recentemente, Cruz-Saavedra et al (2016) usaram larvas e produtos de L. sericata
e Sarconesiopsis magellanica in vivo, previamente a infeccdo e também como tratamento as
feridas causadas por Leishmania panamensis em hamsters. Seu estudo evidenciou a melhora
nas ulceras causadas pelo parasita em todos os tratamentos, sem apresentar diferenca
estatistica quanto a espécie usada. Sanei-Dehkordi et al (2016) usaram as exosecrecdes larvais
de L. sericata e Calliphora vicina in vitro, sob formas amastigotas de Leishmania major, e in

vivo, em feridas de camundongos BALB/c. O estudo verificou que as secrecdes de L. sericata
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sdo estatisticamente mais efetivas contra L. major do que as de C. vicina, apresentando

também um efeito protetor ao desenvolvimento de feridas causadas pelo parasito.
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2 Objetivos

O presente estudo objetivou:

@

(ii)

(111)

Investigar a aceitagdo da terapia larval em diversos extratos da sociedade, de
todas as regides brasileiras, niveis econdmicos e de escolaridade, religides,
géneros, faixas etdrias;

Avaliar o desenvolvimento de Chrysomya megacephala (F.) e Cochliomyia
macellaria (F.) (Insecta, Diptera, Calliphoridae) em trés dietas — a base de (1)
gérmen de trigo, (II) levedo de cerveja e (III) ovo —, que pudessem assegurar a
sobrevivéncia e esterilidade das larvas no decorrer do transporte;

Avaliar in vitro o potencial anti-leishmania em diferentes concentracdes das
excrecOes e secre¢des larvais de C. megacephala e C. macellaria contra a

forma promastigota de Leishmania amazonensis.
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3 Inquérito sobre a aceita¢do de Terapia Larval no Brasil e
divulgacdo por meio de infografico

Survey on the acceptance of Larval Therapy in Brazil and its dissemination through an
infographic

M. F. K. Aquino, P. J. Thyssen

University of Campinas, UNICAMP, Campinas, Sdo Paulo State, Brazil

ABSTRACT

Larval Therapy (LT) consists on the application of live and sterile larvae of
necrophagous flies (Diptera), obtained in laboratory, on lesions and chronic or infected
wounds. This therapy aims to promote healing of the wound, from the removal of purulent
secretion and necrosed tissue by insects. Currently, several countries use LT to treat wounds.
Application in humans in Brazil in a still experimental manner, but the extension of use for
patients from other regions of the country is a closer reality with the success that was reported
in the literature. Thus, to measure the degree of knowledge of the population on this subject
and to identify at which points there is a greater need for clarification and dissemination work,
an online survey was done through Google Forms. The survey was divided into three parts.
The first part consisted on a brief presentation of larval therapy through a hand drawing
infographic. In the second part, there were questions about the possible acceptance of this
therapy in a wound in their own bodies. And, in the third part, there was a survey on
socioeconomic conditions of the sampled public, their age, gender, religion, and level of
schooling. The survey was shared in social networks and had 1226 responses, coming from
both genders, all geographic regions of Brazil, various religions, educational and economic
levels, areas of activity and age groups. Statistical analysis was performed with ANOVA, and
it was verified that there was no statistically significant difference within the groups (p>0,05),
and the mean acceptance was 78%, against only 22% of the sampled people refusing to apply
the therapy. Thus, we can conclude that, although its high acceptance, it is still necessary to
keep publicizing this therapy among different groups, so that it is possible to try to decimate
the existing prejudice and phobia regarding insects in general. In this way, it is expected that
this therapy will be more accepted in the country, and that people with TL candidate wounds
will be able to choose it when seeking a treatment that guarantees them greater well-being and
effective healing.

KEYWORDS: Inquire, Diptera, Insecta, alternative therapy, wonds
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3.1 INTRODUCAO

Uma ferida é classificada como cronica quando nao cicatriza em um periodo de quatro
a oito semanas, causando perda significativa das camadas mais externas da pele, a epiderme e
a derme (Jones et al 2006). No Brasil, cinco milhdes de pessoas sdo afetadas por feridas
cronicas, sendo que, destas, 200.000 estiveram afastadas de maneira tempordria ou
permanente, constituindo a 14* maior causa de afastamento do trabalho no pais (Brasil 2015).
Feridas cronicas ndo avangam pelos estdgios de cura de uma ferida aguda (Kirshen et al
2006), sendo que a presenca de tecidos ndo vidveis no leito da ferida prejudica o
desenvolvimento de tecido sauddvel de granulacdo e a migra¢do de queratindcitos necessarios
para a reepitelizacdo local (Stechmiller & Schultz 2007). Assim, € importante que seja feito o
desbridamento no leito da ferida para que sejam removidos o tecido necrético e bactérias

patogénicas, visando assim a cicatriza¢cdo (Calianno & Jakubek 2006; Kirshen et al 2006).

O tratamento de uma ferida é complicado, mas a esfera psicolégica de um paciente
também afeta sua cura; assim, € importante que profissionais de saude explorem a ferida em
si, mas também a experiéncia dos pacientes com a doenga e o contexto deles com o seu
ambiente, suas crencas e experiéncias de vida (Kunimoto et al 2001). Os métodos de
desbridamento disponiveis incluem: desbridamento autolitico, enzimadtico, cirurgico,

mecanico e com uso de larvas (Kirshen et al 2006).

No desbridamento autolitico, a ferida € coberta com curativo apropriado e as proprias
enzimas proteoliticas corporais, liberadas por macréfagos, efetuam a liquefacdo do tecido
desvitalizado e promovem a formacdo do tecido de granulacdo (Konig et al 2005). No
desbridamento enzimético, por sua vez, a ferida € tratada com enzimas proteoliticas, diferindo
do desbridamento autolitico por serem estas exdgenas ao corpo humano. Entre as enzimas
mais comumente utilizadas estdo a papaina, extraida do mamio (Hebda & Lo 2001), e a
colagenase, derivada de Clostridium histolyticum (Hebda et al 1998). E reportado que os tipos
de desbridamentos mecanico e cirdrgico comumente causam muita dor, ainda que seja
utilizado anestésico local (Holm et al 1990; Vowden & Vowden 1999). A técnica do
desbridamento cirdrgico envolve a remoc¢do agressiva de grandes quantidades de tecido
necrético com o uso de bisturi, tesoura e pinga. O procedimento € feito em uma sala de
cirurgia e o paciente deve estar sob anestesia; neste método, a ferida cronica retorna a fase de
ferida aguda (Vowden & Vowden 1999). No desbridamento mecénico, os métodos utilizados

envolvem forca externa, como jatos de salina aplicados com pressao sobre a ferida e curativos
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do tipo “wet-do-dry” (Kammerlander et al 2005). Esses métodos sdo extremamente dolorosos
e s6 podem ser aplicados com anestesia, mas sdo controversos por nao serem seletivos e

acabarem removendo também tecido sadio do leito da ferida (Kirshen et al 2006).

Uma alternativa a estes métodos de desbridamento agressivos e ndo seletivos € a
Terapia Larval, que consiste na aplicagdo de larvas vivas e esterilizadas de moscas varejeiras
sobre o tecido necrético, que se alimentardo deste, fazendo sua remog¢ao sem causar dor ao
paciente e diminuindo o trabalho dos profissionais de saide (Mumcuoglu 2001). Este
procedimento apresenta diversas vantagens quando comparado aos tipos cldssicos de
desbridamento, mas sua aplicabilidade no Brasil ainda € reduzida, possivelmente devido a
baixa divulgacdo e ao preconceito por parte dos profissionais de saude e de pacientes com
feridas candidatas. Petherick et al (2006) conduziram um questiondrio com pacientes com
tlceras nas pernas para investigar a aceitacdo da TL, com larvas soltas e contidas em
envelopes de gaze, quando confrontadas com o tratamento convencional (hidrogel), para
descobrir se a aversdo as larvas seria um fator limitante a aplicabilidade destas. A conclusdo
do estudo foi de que, com a explicacdo das vantagens por parte da equipe de saude, ndo ha
diferenca significativa na aceitacdo de ambos os métodos de TL quando comparado ao
método convencional, evidenciando a necessidade de estudos que visem uma maior

divulgacdo desta.

Dessa forma, o presente estudo buscou avaliar na populacio brasileira, com acesso a
internet, a aceitacdo desta terapia e os principais motivos para sua recusa, abrindo caminhos
para um trabalho futuro mais extenso de divulgacio da TL como via alternativa de tratamento

no ambito da saude.

3.2 MATERIAL E METODOS

Local de estudo

A elaboracdo do questiondrio para inquérito e producdo do infografico foram
realizados no Laboratério de Entomologia Integrativa (LEI) do Departamento de Biologia

Animal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
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Populagcdo amostrada

Para caracterizar a populacdo participante da pesquisa, foram investigadas as varidveis
de género, faixa etdria, escolaridade ou grau de instrucdo escolar, situacido sdcio-econdmica e

informacao de origem geografica da seguinte forma:
* género (feminino e masculino);
* regido geografica;
» religiosidade (catdlica, agndstica, atéia, evangélica, espirita, outras);
» faixa etaria (18-24 anos, 25-30 anos e >31 anos);

* escolaridade/grau de instrugcdo (até ensino médio, ensino superior completo, pds-

graduacio completa);
» area de atuagdo (profissional da area da saude ou de outras areas);

* classe socio-econOmica (classes A, B, C-E) de acordo com o Critério de
Classificacdo Econdmica da Associagcdo Brasileira de Empresas e Pesquisas (ABEP, 2012).
Este critério define as classes econOmicas a partir da pontuagdo sobre a quantidade de itens
durdveis no domicilio (aparelho de DVD, banheiro, automével, geladeira, maquina de lavar,
entre outros), bem como nimero de empregados que trabalham na casa e o nivel de instru¢ao
do participante da pesquisa. A soma total das pontuacdes classifica o sujeito em uma das
classes econdmicas propostas, sendo que estas foram agrupadas da forma classe A (Al e A2),

classe B (B1 e B2) e C—E (C1, C2, D e E) para auxiliar na inferéncia desta pesquisa.
Aspectos éticos legais

Atendendo a Resolu¢do N° 466/12 (Conselho Nacional de Sadde) sobre pesquisa
envolvendo seres humanos, o projeto de pesquisa desta dissertacdo de mestrado foi submetido
a avaliagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Estadual de Campinas.
Os dados foram coletados apds parecer ético favordvel do CEP/UNICAMP, com CAAE
n°66030416.0.0000.5404, e aquiescéncia dos sujeitos, aos quais foram garantidos sigilo e
anonimato. Estes foram informados de que a participagdo no estudo seria livre, e que ndo
acarretaria dano algum ou Onus, podendo desistir em qualquer momento que achassem
conveniente, sem nenhum constrangimento. A todos foi apresentado o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (em Anexo) e fornecidas informagdes quanto aos

objetivos e justificativa desta pesquisa.
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Elaboracdo do questiondrio

Inicialmente, para auxiliar na veiculagdo do questiondrio em redes sociais e na
apreensdo ripida de informacdes sobre a Terapia Larval, foi elaborado um infografico a mao

livre, ap0s revisao da literatura (Figura 2).
O questiondrio online foi feito na plataforma Google Docs, composto pelas etapas:
* Breve apresentagdo da Terapia Larval com texto explicativo e infografico (Figura 2);
* Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo);

- Em caso de recusa a participar da pesquisa apds a leitura do TCLE, a pesquisa

se encerraria;
- Em caso de aceitacdo, a pessoa seria levada a proxima etapa do questionario;

* Questionario Socioecondmico (género, faixa etdria, estado, grau de escolaridade,

nivel s6cioecondmico, religido, drea de atuacdo);

* Questionario de aceitacdo da TL, com avaliacdo de 0 a 4 sobre como cada fator

influenciou na aceitagdo ou recusa da terapia, baseado em Franco (2010) (Figura 3).

Ao se declarar favoravel a aceitacdo da terapia, o participante entdo julgaria quais os
motivos que mais influenciaram em sua decisdo. Cada vantagem desta terapia foi listada e
deveria ser avaliada de 0 a 4, “0” indicando que a vantagem enunciada ndo exerceu influéncia
na escolha e “4” que exerceu grande influéncia. As vantagens listadas foram: desbridamento
répido e seletivo, reducdo no tempo de cicatrizagdo, eficdcia contra microrganismos
multirresistentes, baixo custo, reducdo da dor ao desbridamento da ferida, ferida que nao
responde a outras terapias (Franco 2010). Caso o participante tivesse resposta contréria, seria
levado a uma pagina semelhante, em que julgaria os motivos pelos quais respondeu “nao”
para a aceitacdo da terapia. Cada motivo pela ndo aceitacdo foi listado e deveria ser avaliado
com notas de 0 a 4, em que a nota “0” indicaria que o motivo listado ndo exerceu influéncia, e
a nota “4” indicaria que exerceu grande influéncia. Os motivos listados foram: conhecimento
insuficiente sobre a utilizacdo de larvas na cicatrizacdo de feridas, tratamento sujo,

dificuldade/nojo em manipular as larvas.

Coleta de Dados
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A coleta de dados foi realizada pela pesquisadora, através de um endereco eletronico
divulgado em uma rede social, em grupos especificos de entomologia, pds-graduacdo e
universidades. O endereco ficou disponivel por 30 dias, do periodo de 13 de Abril a 13 de

Maio de 2017.

Analise dos Dados

Andlise de varidncia (ANOVA) de um fator, seguida por teste-t, foi feita para medir
possiveis diferencas na aceitacdo dos diversos grupos a que pertenciam os participantes do
questiondrio, sendo possivel fazer inferéncias sobre o tipo de publico avaliado e suas objecdes
quanto ao uso da terapia larval. Um nivel global de significancia de 5% foi considerado em
todas as andlises. Todas as andlises foram feitas usando o pacote estatistico SAS System para

Windows versdo 6.12 (SAS Inc., 2006).

33 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Caracterizacido dos participantes da pesquisa

Das 1.235 pessoas que tiveram acesso ao questiondrio, 1.226 concordaram com o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, compondo, a partir disso, a amostra/populacdo
desta pesquisa. A populacdo foi composta por todos os niveis de escolaridade, faixas etdrias,
religides, niveis socioecondmicos e oriundos de todos os estados da federacdo do Brasil,

exceto Roraima.

Entre os entrevistados, 70% se identificavam com o género feminino e 30% com o
masculino, tendo morado a maior parte da vida nas regides sudeste (67%), sul (14%), nordeste
(11%), centro-oeste (5%) e norte (3%). Quanto ao nivel de escolaridade, 35% apresentavam
até ensino médio completo, 41% pos-graduacido e 24% ensino superior completo. A faixa
etaria mais abundante foi de 18 a 24 anos, correspondendo a 50% dos entrevistados, seguida
por 25-30 anos (33%) e >31 anos (17%). Apenas 33% dos entrevistados pertenciam a drea da
satde. Avaliando as religioes, a mais abundante era a agnostica (31%), seguida da catdlica
(27%) e espirita (12%). A classe sécio-econdmica mais representada foi a A (61,3%), seguida

pela B (30,6%) e C-E (7,9%).
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3.3.2 Avaliacio sobre a aceitacao ou recusa da TL na cicatrizaciao de feridas
A aceitacdo ou recusa da terapia larval foi avaliada separadamente em cada grupo

participante da pesquisa:
Género

A andlise de variancia (ANOVA) apontou que ndo houve diferencga significativa na
aceitacdo entre os dois géneros (F= 0,96; p= 0,429), de 85% de respostas favoraveis ao uso da
terapia larval do género masculino, contra 75% de respostas favordaveis do género feminino

(Figura 5).
Regido geogriéfica

A andlise de variancia (ANOVA) apontou que nao houve diferenca significativa na
aceitacdo entre as regides geograficas brasileiras (F = 2,18; p = 0,2064), entre as regides Sul

(80%), Sudeste (79%), Nordeste (75%), Norte (72%) e Centro-Oeste (71%) (Figura 6).
Religiosidade

A andlise de variancia (ANOVA) apontou que ndo houve diferenca significativa na
aceitacdo entre as diferentes religiosidades (ou auséncia destas) (F=0,87; p = 0,55), sendo elas
ateus (87%), agnosticos (81%), evangélicos (81%), catdlicos (75%), outras religides (75%) e
espiritas (70%) (Figura 7).

Faixa etaria

A andlise de variancia (ANOVA) apontou que ndo houve diferencga significativa na
aceitacdo entre as faixas etarias (F=0,68; p = 0,56), sendo a aceitacdo de 85% para os maiores
de 31 anos, de 78% para os participantes entre 25-30 anos e de 76% para os participantes com

18 -24 anos (Figura 8).
Grau de instrucao/escolaridade

A andlise de variancia (ANOVA) apontou que ndo houve diferenca significativa na
aceitacdo entre os niveis de escolaridade (F=0,68; p= 0,56), sendo esta de participantes com

ensino médio completo (79%), pds-graduacao (78%) e ensino superior (75%) (Figura 9).

Area de atuacao
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A andlise de variancia (ANOVA) apontou que ndo houve diferenca significativa na
aceitacdo entre as areas de atuacdo (F=0,67; p=0,49), sendo profissionais da drea da saide

(79%) e de outras areas (77%) (Figura 10).
Nivel s6cioecondmico

A andlise de variancia (ANOVA) apontou que ndo houve diferenca significativa na
aceitacdo entre os niveis econdomicos (F=1,14; p = 0,42), sendo esta de 78,5% para a classe B,

78% para a classe A e 76,5% para as classes C-E (Figura 11).

Assim, ndo houve diferenca estatisticamente significativa na aceitacao ou recusa desta
terapia em nenhum dos grupos apresentados, seja por género, idade, localizacdo, religido, area
de atuacdo ou niveis de escolaridade e socioecondmico. A porcentagem geral de aceitagao,
independentemente do grupo, foi de 78% (957 respostas), contra 22% (269 respostas) de
rejeicao a terapia. Entre os 1226 participantes, 1154 (94%) responderam que o infografico
aumentou seus conhecimentos em terapia larval, contra apenas 72 (6%) cujo conhecimento

ndo se alterou.

3.3.3 Avaliaciao dos motivos de aceitacio e recusa do uso da TL na cicatrizacao de
feridas

Os fatores escolhidos com maior intensidade entre os participantes da pesquisa com
resposta “aceitacdo” a terapia com larvas foram: ferida que ndo responde a outras terapias
(74%), eficdcia contra microrganismos multirresistentes (63%), reducdo da dor (61%),
reducdo no tempo de cicatrizacio (59%), desbridamento répido e seletivo (58%) e baixo custo
(47%) (Figura 12). Entre as respostas “recusa”, os fatores escolhidos com maior intensidade
foram asco/dificuldade em lidar com as larvas (57%), conhecimento insuficiente (28%) e

tratamento sujo (15%) (Figura 13).

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciaram que, ainda que em estagio
inicial de pesquisa e aplicagdo no pais, a terapia larval j4 é bem recebida entre os diversos
grupos de pessoas que compdem a populacdo amostrada, sem distincdo entre género, classe
social, escolaridade, religido, regido geogréfica, idade ou drea de atuacdo. A média geral de
aceitagdo, correspondendo a 78% de respostas “sim” para o tratamento, ¢ proxima ao

encontrado na literatura em um estudo feito por Petherick et al (2006), com 30 pacientes
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adultos e com dulceras nas pernas, os quais consideraram a terapia como vidvel em 75% dos

Ccasos.

Quando analisados os motivos de aceitagdo, fica claro que a maior parte das pessoas
optaria por esta terapia quando as outras op¢des de tratamento convencionais ndo surtissem
efeito ou ndo estivessem disponiveis, sendo que a eficdcia contra microrganismos
multirresistentes, a redugao da dor e do periodo de tratamento e a seletividade das larvas no
desbridamento sao motivos secundérios a escolha; por fim, o baixo custo da terapia é o

motivo que menos influencia na escolha por este tratamento.

Quando analisados os motivos de recusa da terapia, € marcante a intensidade com que
o0 asco ou dificuldade em lidar com as larvas influencia nesta resposta, ainda que nao seja tao
forte a classificacdo deste tratamento como “sujo”. O conhecimento insuficiente sobre a
terapia aparece como segundo motivo mais importante em sua recusa, € € sobre este ponto
que o presente trabalho pretende atuar, atuando na divulgacido desta entre todos os grupos
amostrados no estudo, na forma de infogréfico ilustrativo em forma fisica e digital, a ser
entregue em centros de saide, congressos, salas de aula e divulgado também em redes sociais.
Com isso, espera-se que esta terapia passe a ser mais aceita no pais, e que pessoas com feridas
candidatas a TL possam optar pela mesma quando buscarem um tratamento que lhes garanta

maior bem estar e possibilidade de cura.



~

R T ,

E/?/ N Rgcguec\m HA
USO DE LARVAS DE H\OSCA

VIVAS E DESCONTAWNADAS PARA S CU\_OS

lé\mPAk € CICATRIZAR FERipps

P2
PE DiAEETICO
PRINCiPAIS PAfSES QUE
S— ApLicAm-
eErs vE V : ) e B3 - —
PRESSAQ 5

12 tvovon

E O TEMPo mpaxime QUE
AS LRRUAS Ficam NA FERIDA

3-10 Lorvvar

SAO APLicADAS Qn CADA
cmZ DE LESAOD

UFRN
ONicamp
9 UFSC

Figura 2: Infogréfico sobre a terapia larval
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Aceitacao da Terapia Larval no Brasil

-0 tempo de leitura e do ionario é de i 3 minutos-

0 questiondrio a seguir busca entender qual a aceitagdo da
Terapia Larval no Brasil. Para isso, por favor, leia atentamente os
dados apresentados na figura a seguir:

Embasamento Tedrico Complementar (Leitura opcional)

* Métodos jé conhecidos de tratamento de feridas:

« Ao s& fazer 2 sscalha palo método mais de desbri & impor e
leve em consideragdo o conhaciments de teauc-aa pelo cirurgido, as caracteristicas da
ferida, como seu tamanho, idade & g bem coma os dessjos
@ praccupagdes do pacienta em questio, além da redugio da dor da pacienta (Smrth
2002). O métodos de poniveis incluem:

enzimatice, cirirgice, mecinico e com uso de larvas (Kirshen et al, 2008). Mo
degbndamenm sutolitica, a ferida & coberta com curativo apropriado & aa proprias enzimas
p i Inberadaapur 5 . efetuam & liguefagéo do tecido
ezvitalizado & Ga do tecida de lagdo (Konig et al, 2005). Mo
desbridamento enzimatico, a ferida & tratada com enzimas prmeolmm diferindo do
desbndamenm aunolitico por serem estas externas ao corpo humano. E reportado que os
tipos de Eni cinirgico causam muita dor, ainda que
seja utilizado aneatésico local (Holm et al, 1990; Vowden & Vowden. 1999). A técnica do
desbridamento cirirgice envolve & remogEo agressiva de grandes quantidades de tecido
necrdtico com o uso de histuri, tesours e pinga. No desbridamento mecénico, os métodos
utilizados envolvem forga extemna, como jatos de salina aplicados com pressio sobre a
ferida e curativos do tipo "wet-do-dry”, que consistem em envalver a ferida com gaze
umedecida com salina e esperar secar nompletamente & entdo remover (Kammerlander et
al, 2005). Esses métodes sdo 26 podem ser aplicados com
anestesia, mas s30 controversos por nda serem seletivos e acabarem removendo também
tecido sadio do leito da ferida (Kirshen et al, 2006).Uma skemativa s estes métodos de

id ivos € a aplicagdo de larvas vivas e esterilizadas de moscas

sobre o tecido gtico, que e ali o deste, fazendo sus remogio sem
causar der 2o paciente e diminuindo o trabalho dos profissionsis de salde
‘2001). Este procedimento & chamado deTerapia Lanral, eea(a apresenta diversas
gquando aos tipos clé

- Comi funciona a morte de bactérias pelas larvas?

= Fazemos a esterilizagdo dos oves com dgua sanitdria a 0.5%. conforme descrito na
literatura, por 3min. Ao nascer, a3 larvas jé estdo estéreis. A ferida entdo & coberta com
\gaze e outras tipos de bandagem que ndo sufocam as larvas, e elas ficam contidas no local
por até 72h. Apds esse periodo, elas sdo removidas com jatos leves de soro fisioldgico
estéril.

= Jourdan M. Larval therapy. Int. j clin pract. 2007; 61(3):339-360.
= Pamés A, Lagan KM. Larval Therapy in wound management: a review. Int. | clin pract. 2007;
61(3): 486-493;
* Chan DCW, Fong DHF, Leung JYY, Patil NG, Leung GKK. Maggot debridement therapy in
chronic wound care. Hon Kong Med J. 2007: 13(5): 382-386:
* Sueenvoorde P Budding T, Oskam J. Determining pain levels in patiemts treated with
maggot debridement therapy. J. wound Care. 200615 (2):71:

* Tanyuksel M. Araz E. Dundar K. Uzun G, Gumus T. Alten B, Saylam F et al. Maggot

therapy in the «of chronic wounds in a military hospital setup in

Turkey Division of Medical Parasitelogy, Gulhane Military Medical Academy, Ankara, Turkey.
Dermatology. 2005; 210 (2): 115-8;
= Tantawi TI, Gohar ¥M, Koth MM; Beshara FM; E-Naggar MM. Clinical and microbiclogical
efficacy of MDT in the treatment of diabetic foot ulcers. J. wound Care. 2007; 16(0):379-83.
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Never submit passwords through Google Farms.

Aceitagdo da Terapia Larval no Brasil

*Required

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Estou sendo convidado a participar de um estudo* denominado “Terapia larval
divulgagio. sbordagens para criaglio de larvas de Calliphoridae (Inaecla_ Diptera) &
avaliagdo in vnmdaagan:lesuaa ¢Hes sob as formas e
de Leishmania amazonensis”, cujos objetivos e justificativas s8o: medir o grau de
conhecimente da populagio sobre terspia larval |dErmﬁcar &M quais pontos existe uma
maior idada de trabalho d 3 e um panflato
educativo sobre o tema.

A minha participagdo no referide estudo serd no sentido de responder um questiondrio
online com informagdes acerca do meu nivel soci émico e grau de lzridade, bem
‘como meu conhecimenta sobre 2 Terapia Larval e aceitagdo desse método caso tivesse
uma ferida crénicz em meu corpe.

Fui alertado de que. de pesquisa a se realizar. posso esperar alguns beneficios, tais
rcomo: a melhoria desta téenica no Brasil, devido & maior divulgagde gerada apos a andlise
dos resultados do questionario.

Recebi, por outro lado, 0s sobreos
e riscos decorrentes do estudo, levando-se em conta que & uma pesquisa, e os resultados
positivos ou negativos somente serdo obtidos apds a sua realizagdo. Assim, posso sentin
zlgum desconforta 2pés visualizar 23 imagens de feridas crénicas dispostas 20 longo do
questionirio, bem comp as imagens de larvas de moscas

Para participar deste estudo néo terei nenhum custo, nem receberai qualquervamagam
financeira. Apesar disso, caso sejam identi e danos
desta pesquisa, tenho o direito & 3o, Tersi o i sobre o
estude em qualquer aspecto que desejar & estarei [ivre para participar ou recusar-me a
participar. Poderei retirar meu consentimente ou interromper a participag8o a qualquer
memento. Minha participagdo & voluntéria e a recusa em participar néo acarretard qualquer
pena\ndade ou madificagdo na fnrrna em que sou atendida(a). O pesquisador tratara minha

d padries profissi de sigilo. Os resultados da pesquiss estarfo & minha
disposigdo quando finalizada. Meu nome ou o material que indigue minha participagio n&a
serd liberado sem a minha permissdo, e ndo serd identificado (2) em nenhuma publicagio

quepossa resultar

ratardo minha i com padries profissionaiz de sigilo,
atendenda 2 |egislagdo brasileira (Resolugic N° 466/12 do Conzelho Macional de Sadde),
utilizando as informagdes somente para oa fins académicos e cientificos.

A pesguisadora envolvida com o referide projeto é 2 aluna de mestrado Marina Ferrari
Klemm de Aguinc. e com ela poderei manter contato pelo telefone (19) 3321-6299. Seu
enderega para contato & Rua Monteiro Lobaro, 235 - Departamente de Biologia Animal
{Antiga F i Cidade L itéria - C ? CEP: 13083-862. Para contato
virtual. o e-mail da pesquisadors é marinaklemm@amail.com.

E assegurada a aamsmm:ua durante mds pesquisa. hem como me é garantida o livre
acesso atodas asi is sobee o estudo e suas
conseqiéncias, enfim, tu:lu o que eu queira saber antes, durante e depois da minha
participagdo.

Enfim, tendo sido orientado quante ao teor de todo o aqui mencionado e compreendido
& natureza e o objetivo do j& referido estudo, manifeste meu livre consentimento em
participar, estando totalmente ciente de que n3o ha nenhum valor econdmico, a receber cu
a pagar, por minha participag3o. Ao passar para a préxima pégina do questionério, aceito
minha participagda no mesmo.

*Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquiss (CEF). na Plataforma Brasil,
em 13/04/2017. com o n® CAAE 66030416.0.0000.5404.

Apods ler o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, eu: *
O Aceito participar do referido estudo

() MN&o aceito participar do referido estudo
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ATENGAO!

As imagens a seguir podem causar desconforta.
Gonteiido: tecido necrosado e feridas com larvas de mosca; imagem com saturagéo reduzida
para minimizar o descenforto visual
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Figura 3: Primeira etapa do questiondrio online
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Imagem extraida do artigo: Amputation-sparing treatment by

nature: “surgical” maggots revisited.

Jukema GN, Menon AG, Bernards AT, Steenvoorde P, Taheri Rastegar A, van Dissel JT. 2002.
Amputation-sparing treatment by nature: “surgical’ maggots revisited. Clin Infect Dis.
35(12):1566-71.

A imagem abaixo mostra um caso em que a aplicagéo de larvas
sobre a ferida de um membro ja amputado preveniu uma maior
amputagdo do mesmo. A primeira imagem exibe o membro
com gangrena; a segunda imagem mostra cerca de 200 larvas
esterilizadas aplicadas sobre a ferida; a terceira figura mostra a
ferida ja curada, um ano apds a aplicagéo de larvas.
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* Required

Apds a leitura da introdug&o sobre "Terapia Larval™:

Se vocé tivesse uma ferida de dificil cicatrizacdo em seu corpo,
vocé aceitaria a aplicagdo de larvas nela? *

O sm

O NAo
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Selecione no Quadro 1, na escalade 0 {zero) 2 d [q_usn'u}, desenhada a0 lado de cada fator, a
imensidade cam que este influsncia sua ACEITAGAD. tanto na prescrigdo desta terapia quanto
na possivel wtilizzgio em seu propria corpo. casa tivesse uma ferida.

Lembramos que 0 (zers) indica nenhuma influéncia, ou seja eate fator ndo seriz escalhido por
voog,

1 {um) significa influéncia pequena.

2 {doiz) significa influéncia moderada.

3 {trés) significa influéncis grande

4 {qustro) significs influéncia totsl.

Quadro 1+
Aceitagio da terapiz larval muma feridz em seu propric corpo ou recomendagio da terapia larval
‘para pacientes/amigos/familizres

0 1 2 3 1

Redugdoda dor so

I destridamentoca O 9] @) @] (@]

ferida

Ferida que no

e O O O O O
terapizs

Eficacia contra

bactérizs resistentes 2 18] @] () O @)
antibidticos

Bak i © o o0 o o
Destridamenta

{remog o do tecida

necrosado) rapide & O (@] &} @] (@)
seletiva

skl O @] 0 0
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Figura 4: Segunda etapa do questiondrio online
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Figura 5: Percentual de aceitacdo da TL em relacdo aos géneros.
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Figura 6: Percentual de aceitagdo da TL em relacdo a regido geografica.
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Figura 7: Percentual de aceitagdo da TL em relacdo a religiosidade.
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Figura 8: Percentual de aceitacdo da TL em relacdo a faixa etdria.
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Figura 9: Percentual de aceitacdo da TL em relacio ao nivel de escolaridade.
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Figura 10: Percentual de aceitacdo da TL em relag@o a drea de atuacgdo.
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Figura 11: Percentual de aceitacdo da TL em relac@o ao nivel socioecondmico.
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Figura 12: Intensidade da interferéncia dos fatores na resposta "aceitacdo" da TL.
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Figura 13: Intensidade da interferéncia dos fatores na resposta "recusa” da TL.
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4 Avaliagao do desenvolvimento de Cochliomyia macellaria e
Chrysomya megacephala (Insecta, Diptera, Calliphoridae),
espécies para uso terapéutico, em trés dietas artificiais

Evaluation of the development of Cochliomyia macellaria and Chrysomya megacephala in

three artificial diets for therapeutic use
M. F. K. Aquino*, P. J. Thyssen*

*University of Campinas, UNICAMP, Campinas, Sao Paulo State, Brazil

ABSTRACT

Larval therapy (TL) is the name given to the technique of application of live larvae in
chronic necrotic wounds for its debridement and disinfection. For LT, species that feed
exclusively on necrotic tissue, such as Cochliomyia macellaria and Chrysomya megacephala
(Diptera), selected from previous laboratory studies that certify their safety for therapeutic
application, may be used. Artificial diets are useful for rearing flies in laboratory by ensuring
standardization, obtainment of a large number of individuals in a short time and greater ease
in handling immature. In literature several diets are available, but none is sterilized and
suitable for the transport of larvae for therapeutic purposes. The objective of this study was to
evaluate the development of C. macellaria and C. megacephala in three different diets after
their autoclaving, - based on lyophilized egg (I), wheat germ (II) and Brewer’s yeast (III) -,
which could ensure the satisfactory development of larvae for up to 72h, maximum age of
larvae rearing before its therapeutic application. Six replicates were made for each
experimental group. Raw ground beef was used as a control. 100 larvae were prepared per
flask containing 1g / larvae, kept under controlled conditions (25 =1 ° C, 70 + 10% RH, 12/
12h photoperiod). Ten larvae from each experimental group were randomly collected and
weighed individually every 12 hours until the age of 72 hours. Statistical analyzes were
performed using Tukey test with SAS® software. There were no significant differences in
viability between meat (control) and diet II (p> 0.05) for both species, while the other diets
presented low viability. Thus, also considering the physical-chemical properties (consistency,
odor and stability) and weight gain, it was concluded that diet II is the most adequate to
guarantee the immature survival of these species during transportation for therapeutic
application.

KEYWORDS: Larval Therapy, Diptera, Calliphoridae
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4.1 INTRODUCAO

A infestacdo de larvas de dipteros em um vertebrado vivo € chamada de miiase
(Zumpt 1965). Terapia larval (TL) é a aplicacdo de larvas vivas em feridas necrdticas para
auxiliar em seu desbridamento (limpeza), desinfeccdo e/ou cicatrizacdo (Chambers et al
2003), sendo considerada uma miiase terap€utica, cuja “otimizagdo” garante a eficacia e
seguranga no tratamento de uma ferida. A mifase € controlada através da escolha cuidadosa da
espécie de mosca, além da desinfec¢do da larva e do uso de curativos especiais que
mantenham as larvas na ferida, usando medidas de controle de qualidade durante todo o

processo (Sherman 2014).

Para esta terapia, devem ser utilizadas as espécies que se alimentem unicamente de
tecido necrosado (Marcondes 2006). As que mais tém sido reconhecidas para este fim sdo as
larvas pertencentes a familia Calliphoridae (Diptera), tendo como vantagem um rapido
desenvolvimento, facilidade de criacdo in vitro e de esteriliza¢do, uma vez que pdem oOvos,
que podem ser mais facilmente manipulados do que larvas. Dentro as espécies de
Calliphoridae encontradas no Brasil, Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) e
Cochliomyia macellaria foram avaliadas e consideradas seguras para a aplicacdo em TL

(Nitsche 2010).

O principal constituinte natural da alimentacdo de insetos necréfagos de importancia
médica e veterinaria € a carne; no entanto, seus derivados sio caros € modificam o odor da
dieta, e ha décadas vém sendo desenvolvidas dietas artificiais que utilizam de outras frontes
proteicas, como ovo de galinha integral em p6 (Gingrich 1964; Gingrich et al 1971), gérmen
de trigo (Adkisson et al 1960), levedo de cerveja (Vanderzant 1974), derivados de soja
(Vanderzant 1974) e leite de vaca em p6 (Leal et al 1982).

Na literatura, sdo encontrados vdrios registros de dietas para criacdo de moscas com
interesse médico e veterindrio que substituem o uso de tecido animal por outros componentes,
visando a sua ficil criacio em massa e a alta viabilidade de adultos. Embora sejam diversos os
tipos de dietas artificiais para criacdo destes insetos na literatura, ainda faltam dietas
elaboradas para o transporte de larvas visando a sua aplicacdo em terapia larval. Algumas
dietas estéreis foram desenvolvidas com o principal objetivo de poderem ser estocadas sem
criar fortes odores e serem fisiologicamente uniformes, sem influéncia do metabolismo de

bactérias (Michelbacher et al 1932; Sherman & Tran 1995), sendo que sdo encontrados na
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literatura apenas trés registros de dietas para criacdo de larvas com uso em terapia larval

(Sherman & Tran 1995; Zhang et al 2009; Rueda et al 2010).

Sherman & Tran (1995) propuseram uma dieta utilizando figado bovino em putrefacdo
com 4gar, seguido de autoclavagem e adi¢cdo de diferentes concentra¢des de tripsina, sem que
estas influenciassem o desenvolvimento final das larvas. Zhang et al (2009) desenvolveram
uma dieta para adultos de Lucilia sericata, com a intencao de substituir a adicdo de carne para
estimular a maturacdo ovariana e oviposi¢ao pelas fémeas. Em sua dieta, testaram diferentes
concentracdes de leite de vaca integral em pd, levedo de cerveja, gérmen de trigo e &gar,
sendo que uma das concentra¢des de ingredientes se mostrou efetiva para os dois critérios

avaliados.

Rueda et al (2010) testaram dois tipos de dieta, ambas previamente autoclavadas, para
a criacdo de Lucilia sericata. A primeira consistia de dgar, sangue de carneiro, figado em pd,
caldo BHI (Brain Heart Infusion), fosfato dcido de sédio, fosfato acido de potéssio, glicose e
agua destilada; a segunda consistia de farinha de sangue, farinha de ovo, leite em pd, dgar e
dgua. A sobrevivéncia da fase de ovo a adulto foi de 91,2% para a primeira dieta, e de 40,5%
para a segunda. As moscas continuaram sendo criadas nesta dieta por dois anos, e seu ciclo de

vida nao se alterou, evidenciando seu sucesso.

O objetivo deste estudo foi avaliar o desenvolvimento de C. macellaria e C.
megacephala criadas por 72h, tempo méximo de transporte até a aplicacdo terapéutica, em
trés diferentes dietas artificiais: dieta (1), a base de ovo integral liofilizado; dieta (II), a base de
gérmen de trigo conforme Tachibana & Numata (2001); e dieta (III), a base de levedo de

cerveja conforme Leal et al (1982).

4.2 MATERIAL E METODOS

Obtencdo de exemplares para estudo

Moscas adultas foram coletadas em ambiente natural e levadas para o laboratério para
triagem e identificacdo (Grella & Thyssen 2011). Os espécimes selecionados para este estudo
foram depositados, separados por espécie, em gaiolas pldsticas transparentes (30 x 30 x 50
cm), com aberturas laterais revestidas por telas de nylon e alimentadas com dietas a base de

acuicar e proteina, constituidas de solucdo agucarada e figado bovino cru, mantidas sob
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condig¢des controladas (27£1°C, 70+£10% e 12:12h). Aproximadamente 50g de carne bovina

moida crua fresca foram usados para estimular a oviposi¢ao.
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Esteriliza¢do do tegumento externo dos ovos

ApOs a postura, os ovos colocados sobre a carne foram retirados com auxilio de um
pincel fino e transferidos para uma placa de Petri para inicio do processo de desinfecc¢do.
Todas as etapas desse processo foram feitas utilizando técnicas assépticas em capela de fluxo
laminar seguindo a metodologia proposta por Thyssen et al (2013), para que a superficie

externa do tegumento, considerada a mais contaminada, ficasse isenta de bactérias.

A desinfeccdo dos ovos se deu da forma indicada na (Figura 14). Os ovos, apds postura
em carne moida bovina crua, foram transferidos a envoltérios de organza e imersos em
hipoclorito de soédio (NaClO) a 0,5%, por 3 minutos. Apds, foram lavados em dgua miliq
estéril, para remover os residuos do desinfetante. Os ovos desinfetados foram entdo
transferidos para recipientes contendo dieta estéril, as quais foram mantidas previamente em

camara climadtica sob condi¢des controladas (25°C+1, 70£10% UR, 12:12h).

Ovos na carne NaClO 0,5% Miliq estéril Dieta estéril Estufa com fotoperiodo 12/12h
3 min 1min 25°C / 70% umidade

Figura 14: Protocolo de desinfec¢cdo do tegumento externo de ovos de moscas varejeiras
indicadas para terapia larval

Elaboracdo e padronizacao de dietas

Foram testadas as seguintes dietas, as quais constituiram o Unico substrato para o
desenvolvimento larval, a base de: (I) ovo integral liofilizado; (II) gérmen de trigo conforme
Tachibana & Numata (2001); e (III) levedo de cerveja conforme Leal et al (1982). Para a
elaboracdo de cada dieta, os ingredientes foram pesados, homogeneizados com ajuda de um
liquidificador e autoclavados a latm em 121°C por 20min. Apés a esterilizagao, 100g de dieta
foram colocados em cada recipiente. As quantidades de ingredientes utilizados estdo

discriminadas na Tabela 1.

Para cada grupo experimental foram feitas seis réplicas trés das quais denominadas
manipuldveis (de onde foram retirados os espécimes para mensuragdes do peso e
comprimento corporal) e trés ndo manipuldveis (de onde foram observados parametros tais

como o aspecto fisico e odor das dietas e taxa de sobrevivéncia larval). Apos a eclosdo, foram
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dispostas 100 larvas por frasco, na propor¢do de 1g dieta/larva, para cada espécie testada. Os
frascos foram mantidos sob condi¢des controladas (25+1 °C, 70£10 % UR, 12:12 h). O
mesmo ndmero de larvas e réplicas, mantidos sob as mesmas condi¢des controladas, foram
usados no grupo controle, sendo o substrato alimentar composto por carne moida bovina crua

fresca.

Tabela 1: Composi¢ao das trés dietas artificiais avaliadas quanto ao sucesso para o

desenvolvimento larval.

) Dietas

Ingredientes

I I 1
Gérmen de trigo 5g
Levedo de cerveja 5g 10g
Leite em pd 5g 10g
Ovo integral em po 10g
BHI (Brain Heart Infusion) 3,7g
Nipagin 0,3g 0,3g 0,3g
Agar 2g 2g 2g
Agua destilada 100mL 100mL 100mL

Carboidratos Lipidios Proteinas

Dietal 5% 34% 59,70%
Dietall 43% 13% 31%
Dieta lll  47,60% 19% 25%

Parametros biolégicos
O desenvolvimento das larvas em cada dieta foi avaliado levando-se em conta seu

ganho de massa (mg), seu comprimento corporal (mm) e a viabilidade larval.

A cada 12 h de desenvolvimento, 10 larvas foram retiradas aleatoriamente de cada
recipiente manipuldvel para pesagem e mensuracdo do comprimento corporal individual.
Antes das pesagens, os espécimes foram limpos com dgua destilada e secos em papel filtro, a
fim de remover residuos do substrato aderidos ao tegumento larval. As pesagens foram feitas

com auxilio de uma balanca analitica modelo Scientech® SA 210.

Apoés a pesagem, os espécimes foram mortos em dgua destilada aquecida a 60-70°C
por 3 s e transferidos para frascos contendo solu¢do de AFA (50mL de alcool etilico 95%,
10mL de formalina, 2mL de acido acético glacial e 40mL de dgua destilada) para preservagao

do material a ser mensurado. As medidas foram feitas usando um estereomicroscopio Zeiss®



56

modelo Discovery V.12® com sistema de captura de imagens AxioCam® versao 5.0 e
software ZEN® versdo 2.0. Nenhuma medigao foi feita apds 72h, uma vez que este € o tempo
maximo de desenvolvimento que uma larva pode atingir antes de sua aplica¢do, de modo a

garantir que ela permaneca igual tempo na lesdo para tratamento, anterior a fase de pré-pupa.

Ap6s 72 h, as larvas vivas contidas nos recipientes ndo manipuldveis foram contadas

para verificar a viabilidade em cada uma das dietas.

Analise Estatistica

Andlise de variancia (ANOVA) de um fator foi feita para medir possiveis diferencas
entre larvas das duas espécies criadas em cada tipo de dieta usando como varidvel resposta
peso (em g) ou comprimento (em mm) ou viabilidade, todos apds 72h de experimento. O teste
de Tukey para comparacdes multiplas foi feito para avaliar possiveis diferencas entre as
médias. Um nivel global de significancia de 5% foi considerado em todas as analises. Todas
as andlises foram feitas usando o pacote estatistico SAS System para Windows statistical

software version 6.12 (SAS Inc., 2006).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com excec¢do da dieta I, que ao final de seu preparo apresentou consisténcia pastosa-
liquefeita, condicdo fisica imprdpria para a criagdo de larvas de califorideos, as dietas 11 e III
preencheram todos os pré-requisitos e critérios de boa qualidade. De acordo com Parra
(1990), € essencial que as dietas apresentem textura, dureza e quantidade de dgua ideais para a
sobrevivéncia de imaturos alvos para a criacdo. Além disso, as dietas II e III testadas neste
estudo apresentaram aspecto fisico, olfativo e visual classificado como aceitdvel, apos

esterilizacdo por autoclave. O sucesso na desinfeccdo das dietas € condi¢do essencial para

garantir a seguranga no uso de larvas com fins terapéuticos.

A viabilidade, ao lado do aspecto fisico, foi considerada um dos parametros mais
relevantes neste estudo para eleger ou rejeitar a dieta como apropriada para transporte das
larvas. Segundo Singh (1983), a viabilidade de adultos produzidos na dieta deve ser de pelo
menos 75% do ndmero total de larvas vidveis. Para a espécie C. megacephala, a viabilidade
das larvas as 72h de experimento foi de 12,6% para a dieta I, 77% para a dieta II, 68% para a
dieta III e 76,3% para o controle (Figura 15). Para a espécie C. macellaria, a viabilidade das

larvas as 72h de experimento foi de 32,6% para a dieta I, 88,3% para a dieta II, 45,6% para a
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dieta III e 92% para o controle (Figura 15). Para ambas as espécies, ndo houve diferenca
estatistica quando comparada a viabilidade da dieta II com o controle, sendo esta também a
Unica dieta com a viabilidade maior que 75% para ambas as espécies, atendendo ao requisito
proposto por Singh (1983) (Tabela 2). Sendo assim, conclui-se que as mesmas suprem todos

os nutrientes necessarios para a produgdo de insetos vidveis.

As larvas foram avaliadas qualitativamente a partir da massa e do comprimento
(Figuras 16 e 17). As larvas de C. megacephala criadas na dieta I apresentaram massa de
34,73mg e comprimento de 11.63mm; na dieta II, a massa foi de 45,07mg e o comprimento,
13.63mm. Para a dieta III, a massa foi de 43,25mg e o comprimento, 12,64mm. No grupo
controle, a massa final foi de 67,22mg, com comprimento de 14,96mm. Para a espécie C.
macellaria, as larvas criadas na dieta I apresentaram massa de 25,29mg, com comprimento de
12.32mm. Na dieta II, a massa foi de 11,04mg, com comprimento de 8,99mm. Na dieta III, a
massa foi de 39,34mg e comprimento de 13.08mm. E, no controle, as larvas apresentaram
62,44mg de massa e 14,79mm de comprimento. A analise estatistica evidenciou que a massa
final para C. megacephala foi significativamente equivalente entre todos os grupos, diferindo
do controle, enquanto que a dieta III foi a tnica equivalente ao controle quando analisado o
comprimento (Tabela 2). Para a espécie C. macellaria, todas as medidas de massa e de
comprimento foram distintas entre os grupos, ndo apresentando nenhuma equivaléncia
estatistica (Tabela 2).

Tabela 2: Comparagdo da massa, comprimento e viabilidade de imaturos de Chrysomya

megacephala e Cochliomyia macellaria ap6s 72h de criacdo em trés diferentes dietas (I, Il e
III). Os valores marcados com a mesma letra (A, B,C, D) sdo estatisticamente iguais.

Chrysomya megacephala Cochliomyia macellaria
Massa (mg) Com(;;:irr:)ento Viabilidade (%) Massa (mg) Com(p:]:inr:)ento Viabilidade (%)
Dieta | 34,73(+9,96)A 11,63(+1,81)" 12,6(x7,57)*  25,59(+1,25)*  12,32(+1,18)" 32,6(+3,21)"
Dieta Il 45,07(+1,00)* 13,63(+0,70)*®  77,0(+10,81)®8  11,04(+0,18)8 8,99(+0,97)8 88,3(17,23)®
Dieta Ill 43,25(+2,87)* 12,64(+1,53)8¢ 68,0(£3,60)°  39,34(+0,78)¢  13,08(+1,19)° 45,6(+6,11)¢

Controle 67,22(+3,96)® 14,96(+0,75)¢  76,0(x11,93)®  62,44(x0,41)°  14,79(+0,98)° 92,0(+7,00)®

Todas as dietas foram de ficil preparo e uso, e continham em sua composi¢ao
ingredientes locais e prontamente disponiveis. A vida util de armazenamento em geladeira (7-
10°C) foi semelhante entre todas as dietas, mantendo sua textura e odor caracteristicos por até
um més de preparo. O custo final de cada larva usando as dietas I, II e III foi de RS 0,19, R$

0,18 ¢ R$ 0,20, respectivamente.
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Na entomologia, as dietas artificiais s@o usadas para estudar a nutricdo dos insetos,
testar componentes para observar seus efeitos fisioldgicos e para realizar a manutengdo de
coldnias e producdo em massa para varios propodsitos (Singh 1983; Waldbauer 1968). Quando
comparadas ao controle, ndo garantem o desenvolvimento eficiente dos imaturos, resultado ja
esperado devido a menor aproximagdo com as condi¢cdes encontradas por esses insetos na
natureza. Para a terapia larval, ndo € possivel utilizar carne em putrefacdo como substrato de
desenvolvimento e, analisando as dietas testadas, podemos concluir que a que garante maior
custo-beneficio para a criacdo de C. macellaria e C. megacephala é a dieta II, extraida de
Tachibana & Numata (2001). Além disso, os imaturos, mesmo com uma massa menor quando
criados na dieta II comparando ao controle, ndo perdem a eficécia para o tratamento de lesoes,
tanto no que diz respeito ao seu comportamento de alimentacdo quanto a producdo de

exosecrecgoes.
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Chrysomya megacephala Cochliomyia macellaria
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Figura 15: Viabilidade de C. megacephala e C. macellaria em trés diferentes dietas artificiais sob temperatura
controlada de 25 + 1°C
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Figura 16: Curva de crescimento (g) de C. megacephala e C. macellaria, respectivamente, em trés diferentes
dietas artificiais sob temperatura controlada de 25 + 1°C
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Figura 17: Curva de crescimento (mm) de C. megacephala e C. macellaria, respectivamente em trés diferentes
dietas artificiais sob temperatura controlada de 25 + 1°C
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5 Avaliacdo do efeito das exosecregdes larvais de Chrysomya
megacephala e Cochliomyia macellaria (Insecta, Diptera,
Calliphoridae) sobre a forma promastigota de Leishmania

amazonensis

M. F. K. Aquino*, S. Giorgio*, P. J. Thyssen*

*University of Campinas, UNICAMP, Campinas, Sdo Paulo State, Brazil

ABSTRACT

Leishmaniasis can cause different forms of the disease in humans (cutaneous,
mucocutaneous and visceral leishmaniasis), occupying the 9th place in the ranking of the
most infectious diseases in the world. The treatment of leishmaniasis through the traditionally
used drugs presents high cost, and these are not always effective due to the emergence of
resistance and its high toxicity, as well as the inefficacy in immunosuppressed individuals or
that present secondary infections in the wounds. Recently, larval therapy, application of live
larvae of dipterans on necrotic wounds to aid in their debridement, disinfection and / or
healing, has been raised as a possible instrument for the treatment of wounds caused by
Leishmania. For the present study, the Chrysomya megacephala and Cochliomyia macellaria
dipteran species were selected, considering the ease of obtaining specimens throughout the
Brazilian territory, its easy maintenance in the laboratory and its necrophagic behavior.
Likewise, the protozoan species Leishmania amazonensis was selected due to its importance
among the main causes of cutaneous leishmaniasis in Brazil. The in vitro effect of different
concentrations of larval exosecretions of C. megacephala and C. macellaria was observed in
the promastigote form of Leishmania amazonensis. The study was done in triplicate, with 96
wells plates containing 170uL of promastigotes in RPMI 1640, with three different treatments
(1) 30uL of ES, (2) 15uL of ES + 15uL de sterile saline, (3) 7,5uL of ES + 22,5 uL of sterile
saline and control groups (Ctrl -) 30uL of sterile saline and (Ctrl +) 10uL of Glucantime®
(300pg/uL) + 20uL of sterile saline. Countings were made in Neubauer chamber at times 4h,
24h and 48h after ES were added to the medium. In contrast to the control group (cont -), it
was proved that the treatments (1) for C. macellaria, and (1) and (2) for C. megacephala
significantly inhibited the mean number of promastigotes in the medium (p < 0.05), also
presenting statistically equivalent results to Glucantime® treatment (Ctrl+). There was no
statistical difference between the species in any of the treatments. Finally, we observed a
dose-dependent effect of ES larvae against promastigote form of the parasite.

KEYWORDS: Leishmaniasis; alternative treatment; maggot therapy; larval therapy; blowfly.
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5.1 INTRODUCAO

As mais de 20 espécies conhecidas para o género Leishmania diferem entre si quanto
as suas manifestagdes clinicas no organismo do hospedeiro vertebrado, sendo que o destino
final do parasito no corpo do hospedeiro determina sua gravidade. A leishmaniose pode se
apresentar no ser humano nas formas cutanea, mucocutanea e visceral, ocupando o 9° lugar do
ranking de doencas mais infecciosas do mundo (Hotez et al 2004), sendo endémica em mais
de 90 paises, com mais de 350 milhdes de pessoas vivendo sob risco (Desjeux 2004). A
incidéncia estimada € de dois milhdes de casos novos por ano, sendo meio milhdo de casos de
leishmaniose visceral e 1,5 milhdes de leishmaniose cutanea (Desjeux 2004). Em 2014, 90%
dos casos de leishmaniose cutanea ocorreram no Afeganistao, Algéria, Brasil, Colombia, Ira,
Paquistdo, Peru, Ardbia Saudita e Siria (OMS 2014). Sdo varias as espécies responsaveis por
essas manifestacdes clinicas, sendo que as que as mais comuns no territério brasileiro sio:
Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis e Leishmania guyanensis (Neves et al

2011).

O tratamento da leishmaniose através dos medicamentos tradicionalmente usados
apresenta alto custo, sendo que estes nem sempre sdo efetivos devido ao surgimento de
resisténcia e a sua alta toxicidade, além da ineficicia em individuos imunossuprimidos ou que
apresentem infec¢Oes secundarias nas feridas (Ritmeijer et al 2006). Dessa forma, € necessaria
a busca por tratamentos que sejam eficientes, menos toxicos e que ndo induzam resisténcia

nos pacientes (Cruz-Saavedra et al 2016).

A terapia larval, aplicacdo de larvas de dipteros vivas em feridas necrdticas para
auxiliar em seu desbridamento (limpeza), desinfeccdo e/ou cicatrizagdo (Chambers et al
2003), € indicada para o tratamento de feridas infectadas ou nao, mas de dificil cicatrizagdo,
como osteomielite, abscessos, queimaduras, feridas de pacientes diabéticos, ulceras de
pressdo, lesdes traumaticas, tumores € gangrenas at€ entdo intratdveis (Martini & Sherman
2003). As larvas atuam na cicatrizacdo da ferida removendo o tecido morto através da
secrecdo de suas proteases e DNAses (Hobson 1931; Brown et al 2012), além da atividade
bactericida com a liberacdo de peptideos antimicrobianos, dissolu¢do de biofilme bacteriano
(Thomas et al 1999; Bexfield et al 2004) e producao de alantoides e ureia, aumentando o pH

da ferida e minimizando o estabelecimento de bactérias (Robinson & Baker 1939).
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Recentemente, a terapia larval tem sido levantada como uma possivel alternativa
contra a leishmaniose, isto €, com alguns relatos na literatura do uso de diferentes espécies de
larvas de dipteros, e de seus produtos, para o tratamento de lesdes cutaneas causadas pelos
parasitos (Arrivillaga et al 2008; Polat et al 2012; Cruz-Saavedra et al 2016; Sanei-Dehkordi
et al 2016). As espécies que mais tém sido reconhecidas para este fim sdo as pertencentes a
familia Calliphoridae (Diptera), sendo que Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) e
Cochliomyia macellaria (Fabricius, 1775) foram selecionadas para o presente estudo tendo
em vista a facilidade de obtencdo de exemplares. Ambas tém ampla distribui¢do pelo
territério brasileiro, sdo de facil manuten¢do em laboratério e apresentam comportamento

necrofagico (Estrada et al 2009).

Desse modo, no presente estudo, foi avaliado o efeito in vitro das exosecre¢des larvais

de C. megacephala e C. macellaria contra a forma promastigota de Leishmania amazonensis.

5.2 MATERIAL E METODOS

Criacdo das moscas

Foram mantidas no laboratério de entomologia colonias de espécies de moscas
varejeiras (Diptera: Calliphoridae). Tais colonias foram estabelecidas a partir de coletas em
ambiente natural utilizando-se armadilhas apropriadas (Moretti et al 2009), contendo como
isca figado bovino cru e viscera de frango, expostas por 24 horas, sendo posteriormente
removidas e levadas para o laboratdrio para triagem e identificacdo do material. Os individuos
coletados foram anestesiados por aproximadamente 90 segundos, por meio de baixas
temperaturas (-20°C) para proceder as identificacdes com o uso de chave taxondmica (Grella

& Thyssen 2011).

Os espécimes selecionados para este estudo foram depositados, separados por espécie,
em gaiolas plasticas transparentes (30 x 30 x 50 cm), com aberturas laterais revestidas por
telas de nylon e alimentadas com dietas a base de acgucar e proteina, constituidas de solucao
acucarada e figado bovino cru, mantidas sob condi¢des controladas de temperatura (27+1°C),
fotoperiodo (12:12h) e umidade relativa (70+10%). Para a obtencdo de ovos, foram
colocados no interior da gaiola 15 gramas de carne bovina moida crua sobre uma placa de
Petri e, com auxilio de um pincel fino, a postura retirada do substrato foi dividida em dois
grupos, sendo um deles depositado em dieta estéril (Tachibana & Numata 2001) e outro em

agar sangue, para dar inicio ao processo de preparo para uso terapéutico.
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Coleta das exosecrecodes larvais

As larvas alimentadas em dieta estéril e dgar sangue passaram por lavagens
sequenciais em dgua miliq estéril, e entdo foram dispostas em microtubos de 1,5mL, na
proporcdo de 25 larvas para 400uL de soro fisioldgico estéril. Os microtubos foram
transferidos para banho-maria a 37°C por 1h no escuro para que o estresse estimulasse a maior
liberacdo de exosecrecdes. O liquido restante nos frascos foi centrifugado a 8000 xg por
15min a 4°C, para que possiveis residuos corporais precipitassem e as proteinas continuassem
dissolvidas na solucdo aquosa. Apds a centrifugacdo, o contetido dos tubos foi esterilizado
usando filtros bacterianos (0,22 um) e usados imediatamente. Antes da avaliacdo da acdo das
ES sobre as formas promastigotas, 2uLL de cada microtubo foram transferidos ao NanoDrop™
(2000- Thermo Fisher Scientific) para quantificacdo de proteinas totais, de forma a definir e
padronizar qual a melhor dieta para criacdo e o estddio larval a serem utilizados para a

obtencdo de exosecrec¢des funcionais.

Obtencdo dos parasitos

Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNICAMP (Protocolo n°® 4290-1, constante
no ANEXO). Os animais, fornecidos pelo Centro Multi-Disciplinar de Bioterismo
(CEMIB/UNICAMP) sob condi¢do SFP (Specific Patogen Free), foram mantidos sob as
mesmas condicdes no Biotério do Departamento de Biologia Animal do Instituto de Biologia

(UNICAMP).

Amastigotas de Leishmania amazonensis foram obtidos de lesdes cutaneas de
camundongos isogénicos Balb/C (linhagem susceptivel a infeccao), onde sdao mantidos, tendo
sido infectados anterior e subcutaneamente no coxim plantar de uma das patas traseiras com
2x107 formas promastigotas (Giorgio et al 1998). Apds serem retirados das lesdes dos
camundongos, através de raspagem com bisturi estéril em solucdo salina, os amastigotas
foram contados em camara de Neubauer e transferidos para meio RPMI 1640 a 26°C,

evoluindo para promastigotas dentro de poucos dias.

Cronograma de criacdo das moscas para desafio contra as formas
promastigotas

A obtenc¢do de ES larvais foi organizada de acordo com a disponibilidade de formas

promastigotas para os distintos testes experimentais (Tabela 3).
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Tabela 3: Cronograma de manutenc¢do de colonias de C. megacephala e C. macellaria e cultura de promastigotas

de L. amazonensis.

Segunda

Terca Quarta

Quinta

Sexta

Semana
1

Semana
2

Semana Manutengdo das
3 gaiolas de mosca

Obtencdo de ovos

Pupa

Obtencao de
promastigotas

Semana
4 ~
Manutengao das
gaiolas de mosca
Adig¢do de RPMI aos
promastigotas
Manutengdo das
gaiolas de mosca
Semana
5
Obtencao de larvas
em L3 e suas ES
Semana !nicio do experimento

6 Refrigeragdo a -80°C

de ES excedentes
Manutengao das
gaiolas de mosca

Larvas em L1 Larvas em L2

Autoclavagem de
material para
desinfecgao

Estimulo de postura
as moscas

Estimulo de postura
as moscas

Contagem 24h de
experimento

Manutencao das
gaiolas de mosca
Elaboragao de placas
para controle de
desinfecgdo

Manutengdo das
gaiolas de mosca

Coleta e desinfe¢do
de ovos

Coleta de ovos para
criagdo

Controle da
desinfeccao
Disposicdo de ovos
em dieta estéril
Manutengdo das
gaiolas de mosca
Contagem 48h de
experimento
Manutengao das
gaiolas de mosca

Larvas em L3

Emergéncia de
moscas adultas

Adigao de RPMI aos
promastigotas

Elaboragado e
refrigeragdo de dieta
estéril

Analise do controle de
desinfecgdo

Adigdo de RPMI aos
promastigotas

Anélise dos resultados

Elaboracdo de curva de

crescimento de promastigotas

amazonensis em RPMI com adi¢do de exosecregdes larvais

de

Leishmania

A contagem de promastigotas nos pogos da placa de Elisa foi determinada com a

avalia¢do, em triplicata, de seu crescimento nas concentragdes de 1x10°, 2,5x10° e 5x10° de
parasitos/mL, através da contagem em camara de Neubauer a cada 24h, por trés dias. A

concentragio de parasitos escolhida foi de 1x10° parasitos/mL.

A avaliacdo do efeito de diferentes concentracdes de ES larvais de C.megacephala e
C. macellaria foi feita em triplicata, em pog¢os contendo 170uL de promastigotas em RPMI
1640, com trés diferentes tratamentos (1) 30uL de ES, (2) 15uL de ES + 15uL de salina
estéril, (3) 7,5uL de ES + 22,5 uL de salina estéril e os grupos controle (Ctrl -) 30uL de salina
estéril e (Ctrl +) 10uL de Glucantime® (300ug/uL) + 20uL de salina estéril. As contagens
foram feitas em camara de Neubauer nos tempos 4h, 24h e 48h, a contar a partir do momento

em que as ES foram adicionadas ao meio.
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Analise dos dados

Andlise de varidncia (ANOVA) de um fator, seguida por teste-t, foi feita para medir
possiveis diferencgas entre diferentes concentragdes de ES das duas espécies de larvas. Um
nivel global de significancia de 5% foi considerado em todas as andlises. Todas as anélises
foram feitas usando o pacote estatistico SAS System para Windows statistical software

version 6.12 (SAS Inc., 2006).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantificacio de proteinas totais nas exosecrecoes larvais extraidas de Cochliomyia
macellaria e Chrysomya megacephala foi feita com comparagdo das exosecre¢des de larvas
de trés estadios criadas em dieta (Tachibana & Numata 2001) e dgar sangue (Figura 18). Nao
houve diferenca estatistica intraespecifica entre larvas de segundo e terceiro estaddios e entre
dietas, para ambas as espécies (p>0,05). Desta forma, para o presente estudo, devido a maior
facilidade de manipulacdo e garantia de homogeneidade, foram utilizadas exosecrecdes
extraidas de larvas de terceiro estddio criadas em dieta artificial para ambas as espécies de

mosca.

O efeito das ES de C. macellaria e C. megacephala sobre promastigotas de L.
amazonensis in vitro estdo representados nas figuras 19 e 20. Em compara¢do ao grupo
controle (Ctrl -), foi provado que os tratamentos (1), para C. macellaria, e (1) e (2), para C.
megacephala, inibiram significativamente o desenvolvimento de promastigotas apos 48h de
observacao (p <0,05) (Figura 21). Os mesmos tratamentos, (1) para C. macellaria, e (1) e (2)
para C. megacephala, apresentaram resultados estatisticamente equivalentes ao tratamento
com Glucantime® (Citrl +). Nao houve diferenca estatistica entre as espécies, em nenhum dos

tratamentos.

O tratamento (3), com a menor quantidade de ES, ndo apresentou diferenca estatistica
em relacdo ao (Ctrl —), para ambas as espécies avaliadas. Da mesma forma, a reducdo do
numero de parasitos foi maior quanto maior a concentracdo de ES, sugerindo um efeito

leishmaniostatico dose-dependente das ES larvais.

A andlise do efeito das exosecrecdes de C. macellaria e C. megacephala sobre
promastigotas de L. amazonensis € ainda inédita na literatura. Polat et al (2012) analisaram o

efeito das exosecrecoes de L. sericata sob as formas promastigotas e amastigotas de
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Leishmania tropica, in vitro e in vivo, provando que estas foram efetivas em ambos o0s
tratamentos. Sanei-Dehkordi et al (2016) usaram as exosecre¢des larvais de L. sericata e
Calliphora vicina in vitro, sob formas amastigotas de Leishmania major, verificando que as
secre¢Oes de L. sericata sdo estatisticamente mais efetivas do que as de C. vicina contra L.

major.

Os resultados do presente estudo confirmam a ag¢do das exosecrecdes larvais de ambas
as espécies testadas em promastigotas in vitro, possibilitando sua andlise em trabalhos futuros
também in vivo e sobre a forma amastigota do parasito, que ji se mostraram eficazes na
literatura quando utilizadas outras espécies de larvas. Arrivillaga et al (2008) encontraram
uma maior taxa de cicatrizagdo em feridas em hamsters causadas por L. amazonensis ap6s 12h
de aplicacdo de larvas de L. sericata, sem reincidéncia de ferida apds tr€s meses de constante

avaliacdo das cobaias.

Embora seja recente a utilizacdo de exosecregdes larvais de dipteros sobre as distintas
formas evolutivas de diferentes espécies de Leishmania, tem se mostrado bastante promissora
nos estudos ja conduzidos neste campo. A andlise dos componentes destas exosecre¢des pode
ser um caminho a ser tomado para a descoberta de novos medicamentos para o tratamento da

leishmaniose cutianea, quando a aplicag@o de larvas sobre as feridas ndo for possivel.
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Figura 18: Quantificacdo de protefnas totais presentes nas exosecre¢des de Cochliomyia macellaria e
Chrysomya megacephala em relacio ao tipo de dieta e instar larval
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Figura 19: Curva de crescimento de promastigotas de Leishmania amazonensis com adi¢do de ES de C.
megacephala
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Figura 20: Curva de crescimento de promastigotas de Leishmania amazonensis com adicdo de ES de C.
megacephala
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Figura 21: Contagem média de promastigotas de Leishmania amazonensis apés 48h contra diferentes
concentragdes de exosecrecoes de C. megacephala e C. macellaria
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6 Consideracdes Finais

1. Aproximadamente 78%, dentre os 1.226 participantes que responderam ao
questiondrio online, tem boa aceitacdo em relagdo a terapia larval, sem distingao entre
géneros, de distintos grupos religiosos, faixas etdrias, em todos os niveis de
escolaridade e socioecondmicos, independente da drea em que atuam e provenientes
de todas as regides geopoliticas brasileiras. Destes, ainda, 94% manifestaram que o
infografico contribuiu para aumentar seus conhecimentos em terapia larval, contra
apenas 6% cujo conhecimento nio se alterou. Apesar da grande aceitabilidade da
terapia, ainda se faz necessdria sua publiciza¢do, de modo que seja possivel dizimar o
preconceito e a fobia existentes em relagdo aos insetos em geral, para que pessoas com
feridas candidatas a TL possam optar pela mesma, quando buscarem um tratamento

que possa lhes garantir maior bem estar e/ou possibilidade de cura.

2. A dieta II, a base de gérmen de trigo, é a que garante maior custo-beneficio para a
criacdo visando o transporte de larvas desinfetadas de C. macellaria e C. megacephala
para fins terapéuticos. Os imaturos, mesmo com uma massa menor quando
comparados ao controle, ndo perdem a eficicia para o tratamento de lesdes, tanto no
que diz respeito ao seu comportamento de alimentacdo quanto a producdo de

exosecregoes.

3. O efeito leishmaniostitico das exosecre¢des de C. macellaria e C. megacephala in
vitro contra promastigotas de L. amazonensis provou-se dose-dependente, sendo que a
concentracdo de 30uL de exosecre¢des larvais em 170uL de parasitos em meio RPMI
mostrou-se efetiva para ambas as espécies, equivalendo-se ao grupo controle (Ctrl +)
com Glucantime®. A andlise dos componentes destas exosecrecOes pode ser um
caminho a ser tomado para a descoberta de novos medicamentos para o tratamento da

leishmaniose cutanea, quando a aplicacao de larvas sobre as feridas ndo for possivel.
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8 Anexos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estou sendo convidado a participar de um estudo* denominado “Terapia larval:
divulgacdo, abordagens para criacdo de larvas de Calliphoridae (Insecta: Diptera) e avaliag@o
in vitro da acdo de suas exosecrecdes sob a forma promastigota de Leishmania amazonensis”,
cujos objetivos e justificativas sdo: medir o grau de conhecimento da populagdo sobre terapia
larval e identificar em quais pontos existe uma maior necessidade de trabalho de

esclarecimento e divulgacdo, elaborando um panfleto educativo sobre o tema.

A minha participacdo no referido estudo serd no sentido de responder um questionario
online com informagdes acerca do meu nivel socioecondmico e grau de escolaridade, bem
como meu conhecimento sobre a Terapia Larval e aceitacdo desse método caso tivesse uma

ferida cronica em meu corpo.

Fui alertado de que, da pesquisa a se realizar, posso esperar alguns beneficios, tais
como: a melhoria desta técnica no Brasil, devido a maior divulgacdo gerada apos a anélise dos

resultados do questiondrio.

Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessarios sobre os possiveis desconfortos
e riscos decorrentes do estudo, levando-se em conta que é uma pesquisa, e os resultados
positivos ou negativos somente serdo obtidos apds a sua realizagdo. Assim, posso sentir algum
desconforto apds visualizar as imagens de feridas cronicas dispostas ao longo do questionério,

bem como as imagens de larvas de moscas.

Para participar deste estudo ndo terei nenhum custo, nem receberei qualquer vantagem
financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta
pesquisa, tenho assegurado o direito a indenizacdo. Terei o esclarecimento sobre o estudo em
qualquer aspecto que desejar e estarei livre para participar ou recusar-me a participar. Poderei
retirar meu consentimento ou interromper a participacdo a qualquer momento. Minha
participacao € voluntdria e a recusa em participar ndo acarretard em qualquer penalidade ou
modifica¢do na forma em que sou atendido (a). O pesquisador tratard minha identidade com
padrdes profissionais de sigilo. Os resultados da pesquisa estardo a minha disposi¢do quando
finalizada. Meu nome ou o material que indique minha participacdo nao serd liberado sem a

minha permissdo, e ndo serd identificado (a) em nenhuma publicagdo que possa resultar.
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Os pesquisadores tratardo minha identidade com padrdes profissionais de sigilo,
atendendo a legislac@o brasileira (Resolucdo N° 466/12 do Conselho Nacional de Satde),

utilizando as informag¢des somente para os fins académicos e cientificos.

A pesquisadora envolvida com o referido projeto € a aluna de mestrado Marina Ferrari
Klemm de Aquino, e com ela poderei manter contato pelo telefone (19) 3521-6299. Seu
endereco para contato ¢ Rua Monteiro Lobato, 255 - Departamento de Biologia Animal
(Antiga Parasitologia), Cidade Universitdria - Campinas/SP, CEP: 13083-862. Para contato

virtual, o e-mail da pesquisadora ¢ marinaklemm @ gmail.com.

E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como me € garantido o livre
acesso a todas as informagdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas
conseqiiéncias, enfim, tudo o que eu queira saber antes, durante e depois da minha

participacao.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e
compreendido a natureza € o objetivo do jid referido estudo, manifesto meu livre
consentimento em participar, estando totalmente ciente de que ndo ha nenhum valor
econdmico, a receber ou a pagar, por minha participacdo. Ao passar para a proxima pagina do

questiondrio, aceito minha participa¢do no mesmo.

*Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP), na Plataforma

Brasil, em 13/04/2017, com o n° CAAE 66030416.0.0000.5404.

Comité de Etica em Pesquisa

Titulo da Pesquisa: Terapia larval: divulgacio, abordagens para criacio de
larvas de Calliphoridae (Insecta: Diptera) e avaliacio i vitro da aciio de suas
exosecrecdes sob Leishmania amazonenses

Pesquisador Responsivel: Marina Ferrari Klemm de Aquino

Area Temaitica: Equipamentos e dispositivos terapéuticos. novos ou nio registrados no Pais;
Versio: 1

CAAE: 66030416.0.0000.5404

Submetido em: 14/03/2017

Instituicio Proponente: Instituto de Biologia — UNICAMP

Situacio da Versio do Projeto: APEOVADO

Localizacio atual da Versio do Projeto: Pesquisador Fesponsavel

Patrocinador Principal: Fund Coord de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Sup




v CERTIFICADO

mMamm,mmmwmmaammmmmm whﬂovmm
(exceto-0 homem) para fihs de pesquisa cientifica (ou ensinoj, encontra-se de acordo com os preceitos da
LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
National de Controle da Experimentagao. Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissio de
Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em reunigo de 1%

() Ensino { X) Pesquisa Cientifica

| Vigéncia do projeto:

01/08/2016-10/06/2017

(Vigéncia da autorizagdo para manipulagio
anima:

01/08/2016-10/06/2017

"Camundongo isogénico / BALB/cAnUnib

No. de animais:

18

Peso / Idade:

04 semanas / 20g

“Sexo:

"Origem:

"| CEMIB/UNICAMP

A aprovasio pels CEUAUNICAMP ndo dispensa alitorizagao prévia junto @o IBAMA, SISBIO ou ClBio.

Canipinas; 1°. de agosto de 2016,

Pt o

Profa. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud

" apés o encerramento de sua vighncla. O formutirio.encarirase disponvel na pigina da CEUAUNICAMP, dres do
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sejam submetidos.
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