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RESUMO: A terapia larval consiste em aplicagdo de larvas vivas de moscas da espécie
Chrysomya putoria (Diptera Calliphoridae) na recuperagdo de tecidos necrosados, por
acometimento de infeccdo causada por Diabetes Mellitus, osteomielite, feridas ulcerativas e
feridas em geral. Para que as larvas possam ser aplicadas na ferida, os ovos precisam ser
esterilizados para que a acao dos produtos quimicos destrua os agentes patdogenos que estao
contidos nos ovos. Este trabalho tem como objetivo testar a esterilizacdo de ovos para futura
utilizagcéo das larvas no tratamento de feridas.
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INTRODUCAO

Varias técnicas tém sido utilizadas para auxiliar na cura de lesGes cutaneas, associadas a
antibiéticos modernos, mas os tratamentos sao demorados, caros e nem sempre eficazes.
(MARCONDES, 2006). A terapia larval é o tratamento de feridas utilizando-se larvas vivas de
moscas, tem aumentado o seu uso devido a grande eficacia das larvas em remover tecidos
necrosados, além da seguranca e simplicidade da aplicacdo (SHERMAN et al 2000; Martini e
Sherman, 2003 apud Torres 2005). Os efeitos benéficos da terapia larval sobre a cicatrizagao
de feridas infectadas tém sido reconhecido ha centenas de anos. Esse processo ocorreu
acidentalmente, sob condi¢des de campo de batalhas, onde foi observado que as feridas
infectadas por larvas cicatrizavam mais rapidamente e com menos complicacées do que
aquelas que haviam sido infectadas (THOMAS et al., 1999; SHERMAN et al., 2000 apud Torres
2005).

Apds 1945, com o desenvolvimento de varios antibioticos, observaram-se certa euforia e
arrogancia, deixando-se de lado o uso desta técnica para o tratamento de feridas. Em pouco
tempo, percebeu-se que os antibidticos levaram a resisténcia, e que os tratamentos eram caros
e resolviam somente parte dos casos, ndo conseguindo impedir conseqliéncias graves, como
as amputacgdes. Essas dificuldades proporcionaram o ressurgimento do interesse pela terapia
larval, a partir da década de 1980. A terapia larval passou a ser utilizada com grande sucesso
podendo ser muito util, especialmente em paises e regides de nivel socioecondmico precario,
por seu baixo custo e grande eficiéncia. Envolve tecnologia simples que pode ser desenvolvida
em pequenos laboratérios, com pouco pessoal e praticamente sem depender de material
sofisticado e/ou importado para a sua utilizagdo (MARCONDES, 2006).

Segundo Schnack, (2004) apud Dallavecchia LD, Silva Filho RG (2010) larvas estéreis j& foram
utilizadas na terapia larval, porém a mais utilizada é a Lucilia sericata, muito comum em paises
situados ao norte do hemisfério. No Brasil, espécies do género Chrysomya apresentam
potencial para serem utilizadas, pois possuem aspecto biolégico e comportamentos
semelhantes a L. sericata.

As técnicas de esterilizacdo dos ovos foram testadas desde a década de 1930, utilizando
formol e outros desinfetantes; esta técnica mostrou-se inviavel, pois a esterilizagdo dos ovos
afetava a viabilidade das larvas (Marcondes, 2006). Segundo Varzim (2005) e Marcondes
(2006) os ovos devem ser coletados e colocados em placa de petri contendo papel filtro
umedecido com agua destilada e com a utilizacdo de um pincel fino, os mesmos devem ser
separados por uma cuidadosa pressao mecanica. A separag¢do dos ovos é importante, porque
facilita a agao dos quimicos, eliminando as bactérias.
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As principais caracteristicas que seriam encontradas em um agente quimico antimicrobiano
“‘ideal” s&do: atividade antimicrobiana, solubilidade, estabilidade, auséncia de toxidade,
homogeneidade, inativacdo minima por material estranho, atividade em temperaturas ambiente
ou corporal, poder de penetracdo, auséncia de poderes corrosivos e tintoriais, poder
desodorizante, capacidade detergente, disponibilidade e baixo custo. Os agentes quimicos
antimicrobianos podem ser: esterilizantes, desinfetantes, germicidas, anticépticos, saneador
(PELCZAR JR. et al.,1980 apud Varzim, 2005).

As técnicas propostas para esterilizacdo de ovos de moscas incluem desde o uso de solugdes
que contém cloreto de sédio, alcool, acido hipocloridrico, formalina, hidréxido de sddio,
hipoclorito de sédio, agar do bacto, cloroexidina, antibidticos, até luz ultravioleta (NITSCHE,
2010). Mumcuoglu (2001) apud Varzim (2005) esterilizou os ovos com Hipoclorito de sédio
0,5% e Formaldeido a 0,5% e apds a esterilizagao os ovos foram lavados com agua estéril,
removidos e colocados em placa de petri com Agar figado, incubados em temperatura de 25-
30°C de uma noite para outra. O Glutaraldeido presente em alguns quimicos, é eficaz contra
todos os tipos de microorganismos, inclusive virus e esporos bacterianos, € um desinfetante e
esterilizante, sendo de fécil penetragdo e mais ativo na presenca de matéria organica e de
espectro bactericida mais amplo. Este composto é preparado comercialmente na concentragao
de 2% e apresenta como desvantagem a alta mortalidade quando utilizado na desinfecgao de
ovos para incubagédo (PAULINO, 1999 apud Varzim, 2005).

O antimicrobiano Hipoclorito de s6dio é derivado do cloro inorganico que apresenta com
espectro boa acdo fungicida, algicida, protozoocida, viricida e contra formas vegetativas de
bactérias, mas nado é tao eficiente contra esporos bacterianos. As solugdes de hipoclorito de
sodio variam de 1 a 15% e liberam entre 1 a 5% de cloro livre; estas solugbes podem ser anti-
sépticas, desinfetantes e esterilizantes. A solugao de hipoclorito de sodio na concentracdo de
0,5%, chamada também de liquido ou solugcdo de Dakin é muito utilizadas em Medicina
Veterinarias para irrigacdo de abcessos ou feridas, com a finalidade de promover a sua limpeza
e anti-sepsia apresentando poder bactericida e liquefaz o tecido necrético das feridas.

MATERIAIS E METODOS

Foi utilizada armadilha feita de garrafa de plastico e coberta por um véu (fil6) para que as
moscas ndo escapassem. Havia dentro da armadilha, como isca para atrair as moscas, peixe
putrefeito. A armadilha foi levada ao lixo do HOVET Vicente Borelli da Faculdade de Medicina
Veterinaria “Octavio Bastos” de Sao Jodo da Boa Vista, permanecendo de um dia para o outro,
com éxito na captura das moscas da espécie Chrysomya putoria da familia Calliphoridae.
Essas foram colocadas em gaiolas de nylon e alimentadas com agua, levedura de cerveja, leite
em pé e acucar, sendo uma proporgao de 1:1:1 na temperatura de 27 a 28°C. Foi colocado
figado dentro da gaiola para as moscas realizarem a ovipostura, sendo que os ovos foram
coletados com auxilio de um pincel fino para a placa de petri contendo o filtro umedecido. Apds
12 a 24 horas os ovos eclodiram liberando as larvas L1 que foram transferidas para o meio de
cultura feito com 10g de leite em pd, 10g de levedura de cerveja, 2g de agar-agar e 0,4g de
“nipagin” (metil — p — hidroxibenzoato). As larvas ficaram no meio de cultura em um periodo de
cinco dias em que se alimentaram intensamente e cresceram rapidamente e sofreram duas
mudas tornando-se larvas totalmente maduras que finalmente cairam na serragem iniciando o
processo de pupa, que € o endurecimento e escurecimento de sua pele original. Apos sete dias
as moscas eclodiram da pupa dando origem aos individuos adultos. A partir da terceira geragcao
os ovos foram coletados para a esterilizagdo. Para esse processo foi utilizado, como
esterilizante, cloro ativo na concentracao de 2,5%.Foram feitas, posteriormente, trés solugdes
com diferentes concentragdes de cloro ativo. A primeira foi de 0,5%, a segunda solugéo foi de
0,1 % e a terceira solucéao foi de 1%,

Os ovos foram separados em 4 grupos de 60 unidades, onde 3 deles foram colocados em
filtros diferentes, os quais foram submersos por 2 minutos, um em cada solugao, com o auxilio
da pinga. Em seguida, os ovos esterilizados foram submersos por 30 segundos no soro
fisiolégico para que fosse retirado o excesso de solugao de cloro ativo. O quarto grupo de ovos,
gue também foi colocado em um filtro, ndo foi esterilizado, foi adicionada apenas uma pequena
guantidade de agua destilada para que o meio nao ficasse seco.

Ao termino do procedimento foram anotadas nas placas de petri as especificagbes dos
tratamentos ao qual os ovos foram submetidos (0,1% - 2 min.; 0,5% - 2 min.; 1% - 2 min.; ndo
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esterilizado), em seguida, as placas foram acondicionadas em um isopor € mantidas a
temperatura entre 25 e 30°C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado que apds 12 horas da esterilizagcdo dos ovos, uma grande propor¢éo destes nao
eclodiu podendo este fato estar relacionado a alta concentracdo de cloro ativo. Outra
ocorréncia suposta seria a variacdo da temperatura, decorrente do mal funcionamento da
lampada, ocorrida durante a incubagdo desses ovos, um acontecimento imprevisto e que,
também, contribuiu e comprometeu a eclosado dessas larvas, pois segundo Monteiro-Souza et
al (1992) apud Ludwig et al (2007) a luz solar e a temperatura elevada provocam uma maior
liberagédo do cloro. Com isso o resultado ndo foi satisfatério quando foi utilizado o Cloro 0,1%,
0,5% e 1% para esterilizar os ovos, obtendo-se apenas quatro larvas da eclosdo dos ovos
(6,6%), quando utilizada a concentracdo de 0,1% de Cloro, uma larva (1,6%) com a
esterilizacdo de Cloro 1% e nenhuma eclosdo dos ovos com a esterilizacdo 0,5% de Cloro.
Apesar da variacao de temperatura, a placa contendo ovos nao esterilizados, obteve sucesso
de cinquienta eclosdes, sendo equivalente a 83.2% do total.

CONCLUSOES

Tendo em vista problemas operacionais durante a incubagdo, novos testes deverdo ser
realizados, controlados e novas porcentagens de cloro ativo serdo testadas a fim de se obter
uma eficiente esterilizagdo aliada a alta eclosao de larvas.
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