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JACINTO, Priscila  Gongalves. 2025. Avaliagdo do potencial larvoterapico das espécies
Hemilucilia segmentaria e Hemilucilia semidiaphana (Dipteras: calliphoridae) no reparo
tecidual de lesBes cutaneas de ratos diabéticos. 2025. 186 f. Tese (Doutorado em Imunologia
Bésica e Aplicada) — Universidade Federal do Amazonas, Manaus, 2025.

RESUMO

A Terapia Larval (TL), caracterizada pelo uso de larvas desinfectadas de moscas para
tratamento de lesGes com tecido necrotico, tem se destacado como terapéutica segura e eficaz
no desbridamento de feridas cronicas. Em busca de validar novas espécies de dipteras
(Calliphoridae) para TL, este estudo prop6s avaliar o potencial larvoterapico das moscas-
varejeiras H. segmentaria e H. semidiaphana, no reparo tecidual de lesdes cutaneas de ratos
diabéticos. Trata-se de um estudo experimental que buscou integrar trés frentes para viabilidade
terapéutica: (i) Compreender os mecanismos imunoldgicos/desbridamento/antibiofilme em
espécie ja validada para TL em uma revisdo integrativa da literatura; (ii) Estabelecer protocolo
de criacio das espécies em laboratorio e desinfeccdo dos ovos para aplicagdo clinica; e (iii)
Ensaio pré-clinico randomizado em ratos diabéticos, comparando TL a colagenase e solu¢do
salina. Ratos wistar foram induzidos ao diabetes, posteriormente lesdes cutdneas foram
provocadas nos animais, e, apos 48 h, os grupos experimentais foram tratados com as larvas de
ambas as espécies, 0 grupo controle positivo com colagenase e o negativo com solugdo salina
a 0,9%. Para avaliacdo da atividade cicatricial, as lesdes foram registradas e analisadas no 3°,
7° e 14° dia apds as intervencdes, onde foram verificadas caracteristicas macroscopicas e
histologicas das lesdes. Os resultados de area e contracdo das feridas foram expressos em média
* desvio padrdo, submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e ao teste post-hoc de Tukey. As
varidveis de avaliacdo histologica foram analisadas pelo teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney e a analise inter-grupo foi realizada pelo teste ndo- paramétrico de Kruskal-Wallis.
Foram considerados significativos os valores comparados ao nivel de 5% de significancia, onde
p <0,05. A revisdo mostrou que as excrecoes/secrecoes (ES) de larvas reduzem respostas pro-
inflamatdrias  (neutréfilos/mondcitos), inbem  complemento  sem perder atividade
antimicrobiana e quebram biofilmes, favorecendo a transicdo para fase proliferativa. Em
condi¢bes de laboratdrio, o periodo de desenvolvimento de ovo a adulto foi de 10,1 dias para
H. semidiaphana e 12,2 dias para H. segmentaria. No processo de esterilizacdo dos ovos para
TL, asolugdo mais acessivel e que obteve maior taxa de eclosdo dos ovos, foi o hipoclorito de
sodio a 1%. Os grupos tratados com larvas apresentaram melhor desempenho quanto ao
desbridamento, reducdo precoce de sinais de inflamacéo e contragdo da ferida, sendo até 15,2%
superior a colagenase e 7,9% maior em relacdo a solucdo salina, além de maior deposicdo de
coladgeno e reepitelizacdo. A avaliagdo histologica evidenciou que a TL esteve associada auma
inflamacdo discreta, deposicdo mais organizada de colageno, proliferacdo fibroblastica e
vascular em padrbes compativeis com uma cicatrizacdo ordenada, além de reepitelizacao
precoce e eficiente. A quantificacdo de mastdcitos mostrou menores percentuais nos grupos
submetidos a terapia larval, indicando modulacdo importante da resposta inflamatoria. Estes
resultados confirmam o potencial da larvoterapia com H. segmentaria e H. semidiaphana, mas
evidenciam a necessidade de novos ensaios pré-clinicos randomizados para elucidar respostas
imunoldgicas especificas de cada espécie e sua relevancia causal no reparo de lesdes cutaneas,
assim como, estudos em humanos para validar a terapéutica com seguranca, eficicia e custo-
beneficio principalmente no tratamento de lesdes diabéticas.

Palavras-chave: Tratamento; Larvas; Calliphoridae; Cicatrizacdo de feridas; in vivo.
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ABSTRACT

Larval Therapy (LT), characterized by the use of disinfected fiy larvae for the treatment of
lesions with necrotic tissue, has emerged as a safe and effective therapeutic approach for the
debridement of chronic wounds. In the search to validate new dipteran (Calliphoridae) species
for LT, this study aimed to evaluate the larval therapeutic potential of the blowflies H.
segmentaria and H. semidiaphana in tissue repair of cutaneous lesions in diabetic rats. This is
an experimental study that sought to integrate three fronts for therapeutic feasibility: (i)
understanding the immunological, debridement, and antibiofilm mechanisms of a species
already validated for LT through an integrative literature review; (ii) establishing a laboratory
rearing protocol for the species and disinfection of eggs for clinical application; and (iii) a
randomized preclinical trial in diabetic rats, comparing LT with collagenase and saline
solution.Wistar rats were induced to diabetes, followed by the induction of cutaneous lesions.
After 48 hours, the experimental groups were treated with larvae of both species, the positive
control group with collagenase, and the negative control group with 0.9% saline solution. To
evaluate healing activity, lesions were recorded and analyzed on the 3rd, 7th, and 14th days
after interventions, assessing macroscopic and histological characteristics. Wound area and
contraction results were expressed as mean * standard deviation, subjected to analysis of
variance (ANOVA), and Tukey’s post-hoc test. Histological evaluation variables were analyzed
using the nonparametric Mann-Whitney test, while intergroup analysis was performed with the
nonparametric Kruskal-Wallis test. Values were considered significant at the 5% level, where
p < 0.05.The review showed that larval excretions/secretion (ES) reduce pro-inflammatory
responses (neutrophils/monocytes), inhibit complement without losing antimicrobial activity,
and disrupt biofilms, thereby promoting the transition to the proliferative phase. Under
laboratory conditions, the developmental period from egg to adult was 10.1 days for H.
semidiaphana and 12.2 days for H. segmentaria. In the process of egg sterilization for LT, the
most accessible solution that achieved the highest hatching rate was 1% sodium hypochlorite.
The groups treated with larvae showed superior performance in terms of debridement, early
reduction of inflammatory signs, and wound contraction—being up to 15.2% greater than
collagenase and 7.9% greater compared with saline solution—along with greater collagen
deposition and reepithelialization. Histological evaluation revealed that LT was associated with
mild inflammation, more organized collagen deposition, fibroblast and vascular proliferation
consistent with orderly healing, as well as early and efficient reepithelialization. Mast cell
quantification showed lower percentages in groups subjected to larval therapy, indicating
significant modulation of the inflammatory response.These results confirm the potential of
larval therapy with H. segmentaria and H. semidiaphana but highlight the need for further
randomized preclinical trials to elucidate the specific immunological responses of each species
and their causal relevance in wound repair, as well as human studies to validate the therapy
regarding safety, efficacy, and cost-effectiveness, particularly in the treatment of diabetic
wounds.

Keywords: Treatment; Larvae; Calliphoridae; Wound healing; in vivo.
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1. INTRODUCAO

As feridas de dificil cicatrizacdo sdo caracterizadas como qualquer interrupcdo na
continuidade de um tecido corporal, de qualquer extensdo, decorrente de traumas ou afeccOes
clinicas que desencadeia um retardo no processo de cicatrizacdo que pode ultrapassar seis
semanas para cura (Oliveira et al., 2019).

Devido a dificuldade de cicatrizar, podem estar associadas a infecgdes frequentes e
complicacBes decorrentes do historico de doencas anteriores do paciente, como por exemplo,
hipertensdo arterial sistémica (HAS) e diabetes mellitus (DM) (Bedin et al., 2014) ou a outros
fatores, tais como, comprometimentos vasculares, neuropatias, neoplasias, déficit de
mobilidade e alteragdes nutricionais que requerem avaliagdo especializada e acompanhame nto
continuo (Salomé et al., 2016).

Considerado um problema de satde publica mundial, as leses cronicas acometem cerca
de 5% da populacdo adulta ocidental, gerando altos custos para os servicos de saude, devido
envolver assisténcia domiciliar, internagcbes hospitalares prolongadas, o uso de tratamentos
complexos e terapias auxiliares e por estarem associados com elevados indices de recorréncia
(Cavassan et al., 2018). Além disso, gera um grande impacto na qualidade de vida, blogueia
funcbes, afeta aaparéncia (Erdmann; Stokes, 2007) e podem levar a incapacidade, dependéncia
de cuidadores e depressao (Sen et al., 2009).

O DM, citado anteriormente como afeccdo clinica que pode estar envolvida no processo
de cronicidade de lesbes cutaneas, é caracterizado por niveis elevados de glicose no sangue e
associado a disturbios metabdlicos, que aumenta a probabilidade de os individuos
desenvolverem varias complicacdes de saude, corroborando para crescente indices de
morbimortalidade (Baena-Diez, 2016).

Entre os agravos mais comuns do DM estdo as lesdes cutdneas em membros inferiores,
denominados pés diabéticos. Existem 13 milhes de diabéticos sé no Brasil e esse nimero tem
estimativas de um aumento de 150 % até 2035. Destes, estima-se que 25% desenvolverdo pelo
menos uma lesdo no pé durante a vida e os custos de salde sdo cinco vezes maiores quando
comparados a auséncia de lesdes (SBCBM, 2019), além da existéncia de bactérias resistentes a
antibiéticos, o que dificulta o tratamento das lesdes diabéticas, ocasionando maior numero de
casos de amputacdo (Pinheiro, 2014).

O processo de cicatrizagdo de feridas por sua vez, envolve uma cadeia de eventos

complexa e altamente desenvolvida que exige uma coordenada cascata de eventos celulares e
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bioquimicos, compostos por fases (inflamatdria, proliferativa e de maturacdo), que irdo
desencadear o reparo tecidual (Childs; Murthy, 2017). Quando associado a fatores extrinsecos,
como 0 DM, esse processo tende a ser deficiente levando ao estado de inflamacdo patologica
(Leal; Carvalho, 2014) que ocasiona 0 retardo na mudanca de fases da cicatrizacdo e
consequentemente, o total reparo tecidual.

Diante disto, um dos maiores desafios para tratamento de lesbes crbnicas é controlar os
fatores influenciadores no processo de reparacdo tecidual, entre eles, a escolha do tratamento
topico mais adequado para a lesdéo no momento da avaliacdo (Silva et al., 2023).

S&o indmeros os tratamentos padronizados e comumente utilizados, que visam a
restauracdo tecidual das lesdes, como: &cidos graxos essenciais (AGE), hidrogel, gazes
umidificadas, filmes, hidrocoloide, espumas, colagenase, papaina, sulfadiazina de prata
(Azevedo et al., 2014), dentre outras, que geralmente sdo opcOes de tratamento de feridas
adotadas nos estagios iniciais.

Porem, os curativos modernos disponiveis atualmente sdo, em sua maioria, importados
e de alto custo, fazendo-se necessario o desenvolvimento de opgdes terapéuticas nas quais
utilizem matérias-primas mais vidveis e que sejam produzidos através de tecnologias simples e
de baixo custo (Lima et al., 2012).

Associado a isso, existem lesGes de dificil cicatrizacdo, que ndo respondem aos
tratamentos convencionais, mostrando-se ineficazes no reparo tecidual. Neste sentido, a Terapia
Larval (TL) também conhecida como desbridamento biologico tem demonstrado ser uma opcéo
vidvel, segura, eficaz e de baixo custo para tratamento de feridas com dificil cicatrizacdo
(Sherman, 2009).

A Larvoterapia ou Terapia Larval, caracteriza- se pelo uso das larvas de moscas
desinfectadas em lesGes com presenca de tecido desvitalizado, que podem ser encontrados em
varios tipos de lesbes, especialmente nas cronicas. A TL ainda contribui para redugdo do
nimero de micro-organismos presentes, diminui ou elimina odor fétido e promove o
crescimento de tecido viavel (tecido de granulagdo) essencial para cicatrizacdo (Ferraz;
Pinheiro; Gama, 2014).

Os efeitos benéficos da larvoterapia estdo além daqueles observados
macroscopicamente, entre eles, estdo: estimulacdo da angiogénese (Tellez et al., 2012);
modulacdo da resposta imune: atuando na fun¢do dos fagdcitos humanos (Van Der Plas et al.,
2009); manutencdo da atividade antimicrobiana, mesmo com a inibicdo do processo

inflamatorio (Van Der Plas et al., 2007); inibicdo da ativacdo do sistema complemento (Tamura
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et al., 2017); controle e quebra de biofilme bacteriano (Jiang et al., 2012), liberagédo de
substancias com potencial antimicrobiano, controle eficaz do exsudato e resolucdo dos
processos celulares e bioquimicos que se encontram alterados; excrecdo de enzimas digestivas
no leito da lesdo, que favorecem a elevacdo do pH; estimulagdo de fibroblastos, células
endoteliais e de oxigenacdo do tecido, como consequéncia daformacgédo de tecido de granulagao
(Sanchez et al., 2004), favorecendo, assim, a regeneracdo das lesGes.

Ante exposto, este estudo partiu da seguinte indagacdo: As espécies Hemilucilia
segmentaria (Fabricius, 1805) e Hemilucilia semidiaphana (Rondani, 1850) (Diptera:
Calliphoridae) possuem potencial larvoterapico para tratamento de leses cutaneas diabéticas?
Contudo, busca-se identificar o0s beneficios macroscopicos (avaliagdo morfologica) e
microscépicos (avaliacdo histologica) de lesdes cutaneas induzidas em ratos diabéticos, a partir
do uso inédito de larvas das espécies supracitadas para o tratamento das lesGes.

Portanto, o objetivo deste trabalho sera avaliar se as moscas Hemilucilia segmentaria e
Hemilucilia semidiaphana (Diptera: Calliphoridae) possuem potencial larvoterapico através do
reparo tecidual de lesGes cutaneas de ratos diabéticos.

Considerando que sdo espécies encontradas abundantemente na floresta amazonica, este
estudo facilita o acesso a informacdo e pode viabilizar posteriormente a Larvoterapia no Estado
do Amazonas como alternativa para tratamento de lesdes de dificil cicatrizacdo, em especial,
pés diabeticos. Com vistas a diminuir o tempo de internagdo hospitalar, minimizar os danos
provenientes da ma evolucdo das lesdes, como infeccdo e amputacOes, acelerar o processo de

cicatrizacdo das feridas e elevar a qualidade de vida dos pacientes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Diabetes Mellitus
2.1.1 Conceito, sintomatologia e diagnostico

De acordo com o Ministério da Saude, o diabetes é um grupo de doencas metabolicas
caracterizadas por hiperglicemia e associadas a complicacfes, disfuncbes e insuficiéncia de
varios orgaos, especialmente olhos, rins, nervos, cérebro, coragdo e vasos sanguineos. Pode
resultar de defeitos de secrecdo e/ou acdo da insulina envolvendo processos patogénicos
especificos, por exemplo, destruicdo das células beta do pancreas (produtoras de insulina),
resisténcia a acao da insulina, distirbios da secrecdo da insulina, entre outros (Brasil, 2006).

O diabetes mellitus (DM) configura-se como uma epidemia mundial, traduzindo-se em
grande desafio para os sistemas de salde de todo o mundo. O envelhecimento da populacéo, a
urbanizacdo crescente e a adocéao de estilos de vida pouco saudaveis como sedentarismo, dieta
inadequada e obesidade sdo os grandes responsaveis pelo aumento da incidéncia e prevaléncia
do diabetes em todo o mundo (OPAS, 2022).

Os sintomas classicos de diabetes sdo: polidria, polidipsia, polifagia e perda
involuntaria de peso (os “4 Ps”). Outros sintomas que levantam a suspeita clinica sdo:
fadiga, fraqueza, letargia, prurido cutaneo e vulvar, balanopostite e infeccdes de
repeticdo. Algumas vezes o diagndéstico é feito a partir de complicag6es crénicas como
neuropatia, retinopatia ou doenca cardiovascular aterosclerdtica. Entretanto, o
diabetes é assintomatico em proporgédo significativa dos casos, a suspeita clinica
ocorrendo entdo a partir de fatores de risco para o diabetes (Brasil, 2006, p.15).

Considerando os niveis plasmaticos de glicose, o diagnostico do DM pode ser realizado
conforme descrito na tabela 1.

Tabelal - Valores de glicose plasmaticas (em mg/dl) para diagnostico de Diabetes Mellitus (DM) e
seus estagios pré-clinicos.
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<100 < 140

=2100e < 126 < 140
=2100a <126 = 140 a < 200
= 200 com
= 126 =200 sintomas
classicos**

*O Jejum é definido como falta de ingestdo caldrica por no minimo 8h e a glicemia casual é aquela

realizada a qualquer hora do dia, sem considerar o intervalo desde a ultima refei¢éo.

**0Os sintomas classicos do DM incluem polidria, polidipsia e perda de peso ndo explicada.

NOTA: o diagnostico do DM deve sempre ser confirmado pela repeticGo do teste em outro dia, a

menos que haja hiperglicemia inequivoca com descompensa¢do metabdlica aguda ou sintomas

obvios de DM.

1 e 2: As duas situagoes sdo também conhecidas por pré-diabetes ou risco aumentado para DM.
Fonte: Adaptado de Diretrizes Sociedade Brasileira de Diabetes, (2019-2020).

2.1.2 Prevaléncia do DM no Mundo, no Brasil e no Amazonas

Mundialmente, o diabetes se tornou um sério problema de salde publica, cujas previses
vém sendo superadas a cada nova triagem. Por exemplo, em 2000 a estimativa global de adultos
vivendo com diabetes era de 151 milhdes e ultrapassou o calculo, sendo 177 milhbes de
portadores da doenga. Em 2009, havia crescido 88%, ou seja, 285 milhGes de portadores da
doenga. Em 2020, 9,3% dos adultos, entre 20 e 79 anos (assombrosos 463 milhdes de pessoas)
viviam com diabetes. Estima-se alcancar 350 milhdes de pessoas em 2025, ou seja, 5,4% da
populacdo mundial (Brasil, 2006; Brasil, 2020), e em 2030 chegara a 21,5 milndes e em 2045
chegara a 23,2 milhGes de adultos. Além disso, 1,1 milhdo de criancas e adolescentes com
menos de 20 anos apresentam diabetes tipo 1 (IDF, 2021).

O Brasil é 0 5° pais em incidéncia de diabetes no mundo, com 16,8 milhdes de doentes
adultos (20 a 79 anos), perdendo apenas para China, india, Estados Unidos e Paquistdo (IFD,
2023). As estimativas da prevaléncia de DM sdo em geral autorreferidas pelos brasileiros. O
Sistema de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doengas Cronicas por Inquérito
Telefonico (Vigitel) estima que ocorreu crescimento da prevaléncia nas capitais do Brasil,
aumentando de 5,5% em 2006 para 7,6% em 2017 (Brasil, 2017). A Pesquisa Nacional de Saude

(PNS), utilizando o mesmo critério, identificou prevaléncia de 6,2% da populacdo brasileira em
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2013, 0 que representaria um contingente populacional de cerca de nove milhGes de portadores
de DM (Malta et al., 2013).

A pesquisa Vigitel Brasil (2023) aponta que o Diabetes atinge 10,2% da populagcdo do
pais, mais frequente entre as mulheres, afetando 11,1% delas, contra 9,1% dos homens, e cerca
de 90% dos diabéticos brasileiros apresentam o DM2. O resultado representa um aumento em
relacdo a 2021, quando 9,1% dos brasileiros sofriam com a doenga. Entre as capitais brasileiras,
Brasilia (DF) e Sdo Paulo (SP) apresentam o maior percentual de prevaléncia de Diabetes no
Brasil em 2023, com 12,1% (Brasil, 2023).

Dados da Secretaria de Estado de Salde do Amazonas (SES-AM) mostram que, no
Amazonas, existem mais de 185 mil pessoas vivendo com diabetes. Deste total, a maioria
(61,72%) estd na capital, Manaus, onde o nimero de diabéticos ultrapassa 114 mil (SES, 2023).

A crescente prevaléncia de diabetes em todo o mundo é impulsionada por uma complexa
interacdo de fatores socioecondmicos, demograficos, ambientais e genéticos. O aumento
continuo se deve, em grande parte, a0 aumento do diabetes tipo 2 e dos fatores de risco
relacionados, que incluem niveis crescentes de obesidade, dietas ndo saudaveis e falta de
atividade fisica. No entanto, os niveis de diabetes tipo 1, com inicio na infaincia, também estdo
aumentando (Rodacki et al., 2023).

Ainda, a crescente urbanizacdo e a mudanca de habitos de vida (por exemplo, maior
ingestdo de calorias, aumento do consumo de alimentos processados, estilos de vida
sedentarios) sdo fatores que contribuem para 0 aumento da prevaléncia de diabetes tipo 2 em
nivel social. Enquanto a prevaléncia global de diabetes nas areas urbanas é de 10,8%, nas areas
rurais € menor, de 7,2%. No entanto, essa lacuna esta diminuindo, com a prevaléncia rural
aumentando (FID, 2023).

2.1.3 Classificacdo da DM

A classificacdo do diabetes mellitus permite o tratamento adequado e a definicdo de
estratégias de rastreamento de comorbidades e complicagfes cronicas. A Sociedade Brasileira
de Diabetes (SBD) recomenda a classificacdo baseada na etiopatogenia do diabetes, que
compreende o diabetes tipo 1 (DM1), o diabetes tipo 2 (DM2), o diabetes gestacional (DMG)
e 0s outros tipos de diabetes raros, como por exemplo: Mature Onset Diabetes of the
Young/MODY, diabetes neonatal transitério ou permanente e diabetes mitocondrial etc.)
(Rodacki et al., 2023; SBD, 2023).
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Outras classificacbes tém sido propostas, incluindo classificacdo em subtipos de DM
levando em conta caracteristicas clinicas como o momento do inicio do diabetes, a historia
familiar, a funcdo residual das células beta, os indices de resisténcia & insulina, o risco de
complicacbes cronicas, o grau de obesidade, a presenca de autoanticorpos e eventuais
caracteristicas sindrémicas (WHO, 2019).

O DM2 € o tipo mais comum e esta frequentemente associado a obesidade e ao
envelhecimento. Tem inicio insidioso e € caracterizado por resisténcia a insulina e deficiéncia
parcial de secrecdo de insulina pelas células R-pancredticas, alem de alteracbes na secre¢do de
incretinas. Apresenta frequentemente caracteristicas clinicas associadas a resisténcia ainsulina,
como acantose nigricans e hipertrigliceridemia (SBD, 2021).

Para o diagnostico diferencial dos diversos tipos de diabetes é recomendado o

fluxograma abaixo (figura 1).

[

no adulto jovem
sim DM iniciado antes dos
6 meses de vida?
Diabetes Neonatal ndo
: : Sinais e sintomas Diabetes Secundério:
BORCRaT P! de 9“'6' pise 2:2;:: e s'“;zz‘::; Pancreatite/cirurgia pancreética
(M.Brm e e s Medicagbes I‘\iperglicemian?s
estar envolvidos) nio sim Endocrinopatias: acromegalia e
Cushing
: InfecgBes: HIV, hepatite
Solicitar anticorpos:
[ ] Hemocromatose

DM tipo 1A Sim—{ Anticorpos positivos? ] Anticorpos negativos
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& /{ T
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(MODY) a insulina

Figura 1 - Fluxograma decisorio para diagnéstico diferencial de diversos tipos de diabetes, em
caso de duvida diagndstica
Fonte: Sociedade Brasileira de Diabetes (2023).

2.1.4 Fisiopatologia da DM

O diabetes mellitus tipo 1 é causado por destruicdo das células B, geralmente autoimune,
0 que leva a uma deficiéncia grave da secrecdo de insulina. O DM1 pode ser diagnosticado em
qualguer idade. Embora seja o tipo mais comum de DM em criancas e adolescentes, dados
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recentes indicam que atualmente h& mais casos novos de DM1 diagnosticados na vida adulta
do que na infancia e adolescéncia. Pacientes com DML diagnosticados na vida adulta muitas
vezes sdo erroneamente classificados como DM2 (Leslie et al., 2021).

A doenca é caracterizada pela infiltragdo linfocitica e destruicdo das células secretoras
de insulina das ilhotas de Langerhans. A destruicdo das células beta-pancreaticas leva a uma
deficiéncia de insulina que por sua vez acarreta hiperglicemia e outras complicagBes
metabdlicas secundarias. Esta destruicdo € mediada por respostas autoimunes que lesam
irreversivelmente as células, levando ao aumento da glicose no sangue por déficit absoluto de
producdo de insulina. Nesse sentido 0s principais marcadores imunologicos do
comprometimento pancreético sdo os auto-anticorpos anti-ilhota (anti-ICA), anti-insulina (anti-
IAA), antidescarboxilase do acido glutamico (anti-GAD), antitirosina fosfatase (IA2 e IA2B) e
anti-transportador de zinco estdo presentes em 90% dos pacientes por ocasido do diagndstico
(Chiang et al., 2014).

A figura 2 a seguir, descreve a interacdo de diferentes influéncias patogénicas que
miciam a resposta autoimune das c€lulas B durante a progressio do DMI para a manifestacdo

da doenca.
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Figura 2 - Esquema simplificado das influéncias patogénicas nas células Beta no DM1
Legenda: aabs - autoanticorpos, aag. - autoantigeno, ER - reticulo endoplasmatico, EVEs - elementos virais

enddgenos, IFNs - interferons, neoags. - neoantigenos, ROS - espécies reativas de oxigénio, UPR - resposta
proteica desdobrada.
Fonte: Adaptado de Zajec et al. (2022).
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A apresentacdo clinica classica do DM1 geralmente é abrupta, com maior propensdo a
cetose e cetoacidose, necessidade de insulinoterapia plena desde o diagnostico ou apds curto
periodo. Pacientes com diagnostico na vida adulta podem apresentar uma forma mais
lentamente progressiva da doenca, com evolugdo clinica mais branda (Leslie et al., 2021).

Quanto ao DM tipo 2, sua maior caracteristica € a resisténcia a acdo da insulina
associada a disfuncdo progressiva das celulas beta do pancreas, levando a deficiéncia relativa,
e, emalguns casos, absoluta, da secrecdo deste horménio. N&o ha hiperglicemia a menos que a
célula beta entre em disfuncdo, ou seja, todo paciente com diabetes tipo 2 tem algum grau de
disfuncdo das células beta (Rodacki et al., 2023).

Deste modo, com a diminui¢cdo da acdo da insulina sobre a glicose, ocorre 0 aumento da
secrecdo dos hormdnios contra reguladores, principalmente o glucagon. Assim, acaba
ocorrendo o fenbmeno catabolismo, de modo que ocorre uma menor captacdo de glicose no
misculo esquelético, o tecido adiposo aumenta a lipdlise e ocorre 0 aumento na producdo
hepatica de glicose, 0 que explica a hiperglicemia crbnica (Galicia-Garcia et al., 2020,
Valaiyapathi et al., 2020).

A seguir observa-se a representacdo esquematica da fisiopatologia no diabetes mellitus
tipo 2 (DM2) (figura 3):
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Figura 3 - Fisiopatologia do diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

No esquema a): os transportadores de membrana do transportadorde glicose tipo 2 (GLUT2) facilitam a entrada
deglicose no sangue pés-prandialna célula. A glicose intracelular é fosforilada pela glicose-6fosfatase em glicose-
6-fosfato que entra no ciclo da glicolise gerando piruvato e adenosinatrifosfato (ATP). O piruvato entra no ciclo
do &cido tricarboxilico (TCA), gerando ainda mais ATP. O aumento na propor¢do ATP: ADP bloqueia o canal
KATP, levando a despolarizacdo da membrana, permitindo assim que os fons Ca 2* entrem na célula através do
canal de célcio dependente de voltagem/dependente. Os fons Ca 2* estimulam a secrecédo do peptideo de insuling;
No esquema b): em individuos saudaveis, a insulina liga-se ao receptor de insulina que inicia a cascata de
sinalizacdo baseada na fosforilagdo que resulta na translocacdo do GLUT4 intracelular para a membrana para
captacdo de moléculas de glicose; No esquema c): na condicdo diabética, os receptores de insulina tornam-se néo
funcionais e 0 GLUT4 citoplasméatico néo é translocado para a membrana, resultando em resisténcia a insulina.
Consequentemente, a captacao de glicose ndo ocorre, o que leva a hiperglicemia (aumento dos niveis de aglcar no

sangue).
Fonte: VSS et al. (2018).
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A diabetes mellitus tipo 2 tem inicio tardiamente, sendo associado ao envelhecimento,
a fatores genéticos e ambientais. Os pacientes com predisposicdo a DM2, somados a habitos
alimentares ndo saudaveis, sedentarismo, sindrome metabdlica, sobrepeso e obesidade, tém

uma maior chance de desenvolver a doenca (Valaiyapathi et al., 2020).

2.1.5 Predisposicao para surgimento de feridas

Os portadores de DM sdo em geral reconhecidos como pacientes mais vulneraveis a
uma série de complicacdes de natureza metabolica e/ou de origem infecciosa, como 0s
processos bacterianos, flngicos e virais. Somam-se as implicacfes proprias da doenca que,
como se sabe, incluem doencas cardiovasculares e cerebrovasculares a neuropatia, retinopatia,
nefropatia e ma cicatrizacdo de feridas, que muitas vezes contribuem para agravar as condicdoes
clinicas vigentes (Minelli et al., 2003; Khamaisi; Balanson, 2017; Menezes et al., 2022).

A morbidade e a mortalidade no DM estdo associadas ao surgimento de diversas
complicacdes, como Neuropatia Periférica Diabética (NPD), Doenca Arterial Periférica (DAP)
e feridas no pé diabético, consideradas manifestacbes cronicas que elevam o risco de
incapacidades fisicas e amputacBes (Bantie et al., 2019). As complicacbes microvasculares
podem ocorrer de forma precoce em pessoas com intolerancia a glicose, mesmo antes do
diagndstico de DM tipo 2. Entretanto, a progressdo da DM e suas complicacBes estdo ligadas a
diversos fatores, como o tempo em que a pessoa permanece sem controlar o indice glicEmico
(Stolar, 2010).

A ma cicatrizacdo de feridas, ou mais frequentemente referida como Ulceras de pé
diabético (UDP), pode ser devastadora, tornando-se uma infecgdo sistémica com osteomielite
e levando a amputacdo. A cicatrizacdo dessas lesdes ainda requer maior investigacdo,
especialmente em relacdo a eficicia de tratamentos inovadores. A ferida pode ser descrita como
asequela de dano aum epitélio e seus tecidos conectivos subjacentes, agravada por ma perfusao
e oxigenacdo tecidual, fatores determinantes para a evolucdo clinica negativa (Lavery et al.,
2016; Khamaisi; Balanson, 2017).

Os diabéticos apresentam peculiaridades que os tornam suscetiveis a dermatoses por
vezes infrequentes em ndo diabéticos. Muitas dessas alteracfes cutaneas necessitam de
diagnéstico precoce e intervencdo imediata, para que sejam evitadas complicacbes graves ou
fatais, j& que a pele fragilizada constitui porta de entrada importante para infeccbes secundarias
e recorrentes (Carvalho et al., 2019).
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A literatura evidencia que a Ulcera diabética é resultado de uma interacdo complexa
entre neuropatia periférica, DAP e resposta imunologica deficitaria, fatores que juntos
favorecem a instalacdo de infecgdes recorrentes e complicagdes graves. Estudos apontam que
aproximadamente 50% dos pacientes com Ulcera plantar desenvolvem algum grau de infecgéo,
sendo que até 5% evoluem para amputacbes maiores em menos de um ano, o que reforca a
gravidade desse agravo e a necessidade de estratégias preventivas (Ferreira, 2020).

A cicatrizacdo  diabética é marcada por um descompasso entre processos
fisiopatologicos (p. ex., inflamacdo persistente, angiogénese insuficiente, infecgdo/biofilme,
neuropatia/isquemia) e gatilhos bioquimicos (p. ex., hiperglicemia sustentada, estresse
oxidativo, AGE-RAGE, desequilibrio MMP/TIMP, disfuncdo de NO/HIF-1). Esses impasses
mantém o leito da ferida num estado inflamatorio e proteolitico, com matriz extracelular
degradada e reparo fraco. Em sintese, o fen6tipo crénico deriva de vias bioquimicas ativas no
microambiente diabético que sustentam alteracfes celulares e teciduais tipicas de feridas de
dificil cicatrizacdo (Burgess et al., 2021).

Louiselle et al. (2021) resumem que no eixo inflamacao e imunidade inata, o “switch”
macrofaigico M1—M2, crucial para sair da fase mflamatéria, costuma falhar. O resultado
fisiopatologico é uma inflamagdo prolongada e pobre resolucdo; bioquimicamente, o ambiente
hiperglicémico e pro-oxidante favorece mediadores como IL-13 ¢ TNF-a que “seguram” o
fenotipo M1.

Ja 0 estresse oxidativo € um nd bioquimico central. Espécies reativas de oxigénio
alimentam dano celular, ativam TNF-xB e degradam fatores de crescimento, perpetuando,
fisiopatologicamente, a inflamacdo e a ma granulacdo. Deng et al. (2021) destacam que AGES
(produtos finais de glicagdo) amplificam isso no leito da ferida.

Fadini et al. (2019) sintetizam que a angiogénese insuficiente traduz-se em granulagao
escassa e hipdxia tecidual, enquanto, bioquimicamente, a hiperglicemia interfere diretamente
em vias pro-angiogénicas e de Oxido nitrico. Além disso, a via HIF-1, um sensor de hipOxia
indispensavel a angiogénese, fica deprimida no diabetes (Catrina et al., 2021).

No que se refere ao remodelamento da matriz extracelular, observa-se um desequilibrio
proteolitico: MMPs elevadas e TIMPs insuficientes degradam colageno e fatores de
crescimento, sabotando a reepitelizagdo, conforme apresentado por Fu; Robbins; McDougall,
(2022).

A susceptibilidade a infeccbes e a presenca de bioflmes fecham o ciclo vicioso.

Fisiopatologicamente, biofilmes mantém a infllmacdo e dificultam o controle bacteriano;
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bioquimicamente, proteases e exopolimeros do biofilme sequestranV degradam sinais pro-
reparo (Afonso et al., 2021) Somam-se ainda déficits funcionais de neutréfilos induzidos pela
glicose elevada por exemplo, quimiotaxia prejudicada via FPR que atrasam o recrutamento e o
“clearance” bacteriano (Roy et al., 2022).

Além dos aspectos relacionados ao microambiente da ferida diabética, pesquisas
recentes confirmam que o perfil sociodemografico e clinico dos pacientes exerce influéncia
significativa na evolucdo das lesdes. Pacientes com menor escolaridade, historico de amputacao
prévia e presenca de neuropatia apresentaram maior vulnerabilidade ao desenvolvimento de
Ulceras diabéticas, evidenciando o impacto clinico e social da doenca. Nesse contexto,
compreender tais caracteristicas € essencial para subsidiar estratégias de prevencdo,
acompanhamento e intervencdo direcionadas, capazes de reduzir o risco de complicacGes e
melhorar a qualidade de vida (Silva, 2024).

2.2 Estruturas da pele
2.2.1 Histologia da pele

A pele é composta por duas camadas: epiderme e derme. Devido a proximidade e ao
comportamento reacional do tecido subcutdneo nos diferentes processos patologicos, alguns
autores o consideram como uma terceira camada. Aproximadamente 95% da epiderme é
composta por células denominadas queratindcitos, que sintetizam uma proteina denominada
queratina. Os queratindcitos agrupam-se em camadas, que sofrem constante diferenciacdo. Da
base a superficie, temos: camada basal, espinhosa, granulosa, Ilicida e cdérnea. Melandcitos,
células de Langerhans e de Merkel compdem os 5% restantes (Barcaui et al., 2015).

Histologicamente, a pele é um tecido de revestimento com células diferenciadas, e a
epiderme € composta, da base a superficie, pela camada basal, espinhosa, granulosa, licida e

cdrnea, conforme quadro abaixo.

Quadro 1 - Caracteristicas histoldgicas da epiderme
| Camadas da pele | Caracteristicas histologicas
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Camada basal

Células prismaticas ou cuboides, ligeiramente basofilas, que
repousam sobre a membrana basal que separa a epiderme da derme. A
camada basal, rica em células-tronco (stem cells) da epiderme, é também
chamada de germinativa. Apresenta atividade mitética, sendo responsavel,
junto com a camada seguinte (espinhosa), pela constante renovacédo da
epiderme. Os queratindcitos proliferam na camada basal € migram em
direcdo a superficie da epiderme, diferenciando-se progressivamente até
contribuir para a formacdo da camada coOrnea. Fatores mitogénicos
produzidos pelos fibroblastos presentes na derme subjacente, sdo muito
importantes para a proliferacdo celular na camada basal. Calcula-se que a
epiderme humana se renove a cada 15 a 30 dias, dependendo

principalmente do local e da idade da pessoa. Os queratindcitos
contém filamentos intermediarios de queratina, que se tornam mais
abundantes a medida que a célula avanca para a superficie.

Camada espinhosa

Células cuboides ou ligeiramente achatadas,com volume maior que
0 das células da camada basal, nicleo central e citoplasma com feixes de
filamentos de queratina (tonofilamentos). Nessa camada os queratindcitos
estdo unidos entre si por indmeras juncBes intercelulares do tipo
desmossomo. Os filamentos de queratina e os desmossomos tém importante
papel na manutencdo da coesdo entre as células da epiderme e na resisténcia
ao atrito.

Camada granulosa

Células poligonais achatadas,nucleo central e citoplasma carregado
de granulos basdfilos, chamados de granulos de querato-hialina, que ndo sdo
envolvidos por membrana. Somente pode ser visualizada ao microscopio
eletronico, sdo os granulos lamelares, que contém discos lamelares
formados por bicamadas lipidicas e sdo envoltos por membrana. Esses
granulos se fundem com a membrana plasmatica e expulsam seu conteudo
para o espaco intercelular da camada granulosa, onde o material lipidico se
deposita, contribuindo para a formacao de uma barreira (Barreira Hidrica-
Epidérmica) contra a penetracdo de substancias e para tornar a pele
impermeével & 4gua, impedindo a desidrata¢do do organismo.

Camada lucida

7

Mais evidente na pele espessa, é constituida por uma delgada
camada de células achatadas, eosindfilas e translicidas, cujos nucleos e
organelas citoplasmaticas foram digeridos por enzimas dos lisossomos e
desapareceram. Ainda se podem ver desmossomos entre as células ao
microscépio eletrdnico, mas as células sdo indistinguiveis ao microscépio
optico.
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Estrato corneo
Apresenta espessura muito variavel e é constituida por células

achatadas, mortas e sem nicleo, cujo citoplasma se apresenta repleto de
queratina. Os tonofilamentos se aglutinam junto com uma matriz formada
pelos granulos de querato-hialina. Nessa etapa da diferenciacdo, os
queratindcitos estdo transformados em placas sem vida e descamam
continuamente.

Fonte: Junqueira; Carneiro (2013).

A derme, segunda camada da pele, possui espessura de 1a 4 mm. Estdo presentes nessa
camada: vasos sanguineos e linfaticos, os musculos eretores do pelo, os foliculos pilosos, 0s
nervos receptores e sensitivos e as terminacBes nervosas através das quais sentimos o togue, 0
calor, o frio, e a dor. Altm disso, estdo presentes as glandulas sudoriparas e sebaceas que
ajudam a manter a pele flexivel e impermeavel (lrion, 2005).

A derme é o tecido conjuntivo em que se apoia a epiderme e que une a pele ao tecido
subcutaneo (hipoderme). E essencial para anutricdo da epiderme (que ndo é vascularizada). Os
vasos sanguineos da derme sdo importantes para a funcdo de termorregulacdo da pele e para a
defesa imunoldgica dapele. A derme é constituida por duas camadas de limites pouco distinto s:
a papilar, superficial e a reticular, mais profunda (Junqueira; Carneiro, 2013).

A hipoderme, também conhecida como tecido subcutaneo, proporciona reserva calérica,
protecdo contra lesdo traumatica e promove o isolamento térmico. Tém em sua estrutura 0S
adipdcitos, que sdo envolvidos em feixes de tecido conjuntivo e agrupados em lobos gordurosos

(Céandido, 2006). Abaixo a representacdo das trés camadas da pele e suas estruturas.
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Figura 4 - Camadas epiderme, derme e hipoderme e anexos da pele
Fonte: Internet, 2024 (https://cursaueducacao.com.br/blog/camadas -da-pele/)

2.2.2 Lesdo Cutanea

Ferida ou lesdo refere-se a ruptura da pele, ou seja, a perda da solu¢do de continuidade
do tegumento cutaneo, demonstrado pelo rompimento das camadas da pele ou de estruturas
mais profundas. Podem ter por etiologia, agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos, como lesdes
traumdticas, distirbios metabdlicos ou doengas vasculares (Mittag et al., 2017).

As feridas sdo classificadas de varias formas, como por exemplo pela causa, evolucédo
da cicatrizagdo, grau de contaminagdo e morfologia. Dentre essas classificacbes, pode-se citar:
as feridas agudas e cronicas, conforme o processo cicatricial (Ferreira et al., 2015; Olivas;
Oliveira, 2017); quanto a presenca de infeccdo, sendo classificada como ndo contaminada,
limpa, limpa contaminada, contaminada ou suja e infectada; quanto a profundidade e/ou a causa
sendo intencional ou ndo intencional, cirdrgica ou traumética (Calisto et al., 2015).

As feridas séo descritas como agudas, quando, no geral, a cicatrizagdo ocorre em até
trés semanas. Podem ser decorrentes de um trauma, como: cortes, feridas cirurgicas, lesoes
perfurantes e escoriacdes. A resolucdo € rdpida, responde imediatamente ao tratamento e ndo
geram complicacGes (Borges et al., 2016; Lima et al., 2016).

Jé as feridas cronicas possuem uma cicatrizacdo tardia e demorada, decorrente de lesbes
reincidentes e de longa duracdo, que dificulta a reintegridade anatdmica e funcional do local

acometido. O processo cicatricial considerado estagnado pode ultrapassar seis semanas
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(Cavalcante et al., 2020) ou trés meses, provocando danos ao portador, como dor permanente,
sofrimento, afastamento do trabalho e pode causar problemas biopsicossociais (Almeida et al.,
2018; Cotrim, 2017; Olivas; Oliveira, 2017).

A dificil e lenta cicatrizacdo destas lesbes, podem resultar em diversos agravos ao
individuo, desde incapacidade, dependéncia, infecgdes, amputacdes e, até mesmo, a morte. O
aumento da incidéncia e prevaléncia das feridas cronicas na populagdo brasileira implica em
um grande problema de salde pudblica (Masiero, 2019).

As causas das feridas cronicas sdo diversas, seu desenvolvimento e velocidade de
cicatrizacdo ndo sdo iguais (Yao; Fu; Cheng, 2020). Entretanto, algumas causas interferem
diretamente no processo de cicatrizacdo, estando principalmente ligadas a idade, a existéncia
de comorbidades, como diabetes, alteracGes cardiocirculatorias e de coagulacdo, disfuncao
renal, quadros infecciosos sistémicos, a permanéncia prolongada em leitos, tabagismo, etilismo
e a presenca de residuos dentro da ferida, como tecido necrosado, corpos estranhos, biofilme e
hipoxia tecidual (Oliveira; Dias, 2012; Tavares, 2018).

Franco (2010), enfatiza que a presenca de tecido desvitalizado em feridas, tais como
necrose onde ocorre amorte celular a partir de uma agressdo que interfere na estrutura ou funcdo
vital de uma célula, constitui-se em fator de influéncia negativa na evolugdo da cicatrizacao.

Embora a ndo cicatrizacdo da ferida seja considerada de natureza multifatorial, a
infeccdo e a implantacdo microbiana, destaca-se como a causa mais provavel e inevitdvel de
cicatrizacdo retardada da lesdo (Zhou; Jin; Lu, 2020).

Em resposta a uma lesdo uma série de processos metabdlicos e atividade de diversas
células do corpo agem com o objetivo de reconstituir a integridade fisica do tecido afetado.
Primeiramente, o processo inflamatorio € ativado, seguido com regeneracdo ou reparacdo dos
tecidos lesionados. As células sanguineas sdo as guardids desse processo e os fibroblastos sdo
células que participam ativamente com a excrecdo de colageno reconstruindo a area afetada
(Souza et al., 2021).

De um modo geral, em resposta a um estimulo lesivo (fisico, quimico ou bioldgico), o
organismo reage com a liberacdo, ativacdo ou sintese de substincias conhecidas como
mediadores quimicos ou farmacoldégicos da inflamacdo, que determinam uma série de
alteracOes locais, que manifestam-se inicialmente por dilatagdo de vasos da microcirculacéo,
aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular, com extravasamento de liquido
plasméatico e formacdo de edema, diapedese de células para o meio extravascular, fagocitose,

aumento da viscosidade do sangue e diminuicdo do fluxo sanguineo, podendo ocorrer até uma
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estase. Assim, 0 processo inicial, agudo, se manifesta localmente de forma uniforme,
padronizada ou estereotipada, qualquer que seja a natureza do estimulo lesivo (Bechara; Szabo,
2006).

2.2.3 Fases de cicatrizacdo de lesdes cutaneas

Apos a lesdo, o corpo desenvolve procedimentos rapidos para voltar a continuidade
fisioldgica que havia antes, iniciando assim 0s processos de hemostasia e cicatrizacdo tecidual
(Guirro et al., 2016). A cicatrizacdo divide-se em 3 fases (Campos et al., 2007) conforme
descrito a seguir:

Fase Inflamatoria

Apobs a lesdo, a fase inicial comeca imediatamente com a liberacdo de substancias
vasoconstritoras, como o tromboxano A2 (TXA2) e as prostaglandinas, pelas membranas
celulares. O endotélio danificado e as plaquetas ativam a cascata de coagulacdo. As plaquetas
desempenham um papel essencial na regeneracdo. Com o objetivo de promover a hemostasia,
essa cascata é ativada e os granulos sao liberados das plaquetas, que contém o fator de
crescimento de transformacdo beta (TGF-P) e também outros fatores de crescimento, como o
PDGF, FGF, EGF, prostaglandinas e tromboxanas, que atraem os neutréfilos para o local da
ferida (Broughton; Janis; Attinger, 2006 a).

O coagulo é composto por colageno, plaquetas e trombina, que funcionam como um
reservatorio protéico para a sintese de citocinas e fatores de crescimento, potencializando seus
efeitos. Assim, a resposta inflamatoria se inicia com a vasodilatagio e o aumento da
permeabilidade vascular, facilitando a migracdo de neutrofilos para a ferida (Campos et al.,
2007).

Os neutrofilos sdo os primeiros a chegarem até o local da lesdo, com sua maior
concentracdo ocorrendo 24 horas ap6s o ferimento. Eles sdo atraidos por substancias
quimiotaticas liberadas pelas plaquetas. Para aderirem a parede do endotélio, os neutréfilos
utilizam as selectinas como ligacdo (receptores de membrana). Durante 0 processo, 0S
neutréfilos produzem radicais livres que ajudam na eliminacdo das bactérias e séo
progressivamente substituidos pelos macréfagos (Broughton; Janis; Attinger, 2006 a).

Estes Gltimos migram para a lesdo apds 48 - 96 horas e séo as principais células presentes
antes da chegada dos fibroblastos, responsaveis por iniciar o processo de reparagdo. Os

macrofagos desempenham um papel crucial no término do desbridamento iniciado pelos
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neutréfilos, destacando-se pela secrecdo de citocinas e fatores de crescimento, alkm do
envolvimento na formacdo de novos vasos sanguineos, producdo de tecido fibroso e criacdo de
uma matriz extracelular (Broughton; Janis; Attinger, 2006 a), todos essenciais para a transicdo
para a fase de proliferacdo (Campos et al., 2007).

Fase proliferativa

A fase proliferativa consiste em quatro fases bésicas: epitelizacdo, angiogénese,
formacdo de tecido de granulacdo e deposicdo de colageno. Esta fase comeca por volta do
quarto dia ap6s a lesdo e dura até o final da segunda semana. A epitelizacdo ocorre
precocemente. Se a membrana basal estiver intacta, as células epiteliais migram para cima e as
camadas normais da epiderme sdo restauradas em 3 dias. Quando a membrana basal é
danificada, as células epiteliais comecam a proliferar nas bordas da ferida para restaurar a
barreira protetora (Lawrence; Diegelmann, 1994).

A angiogénese é estimulada pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e é caracterizada
pela migracdo de células endoteliais e formacdo de capilares, essenciais para a cicatrizagao
adequada (Campos et al., 2007).

A Ultima parte da fase proliferativa é a formacdo do tecido de granulacdo. Os
fibroblastos e as células endoteliais sdo as principais células da fase proliferativa. Os
fibroblastos dos tecidos adjacentes migram para a ferida, mas devem ser ativados para sair da
dorméncia. O fator de crescimento mais importante na proliferacdo e ativacdo de fibroblastos é
0 PDGF (Broughton; Janis; Attinger, 2006 b).

Posteriormente, 0 TGF-J ¢ liberado e estimula os fibroblastos a produzir colageno tipo
I, converter-se em miofibroblastos e promover a contracdo da ferida (Campos et al., 2007).

Os fatores de crescimento envolvidos no processo de cicatrizagdo incluem PDGF, que
induz a proliferacdo celular, quimiotaxia e sintese de matriz. Fatores epidérmicos que
estimulam a epitelizacdo. Fator de transformacdo alfa, responsavel pela angiogénese e
epitelizacdo. fator de fibroblastos, que estimula a proliferacdo celular e a angiogénese, e fator
de transformacdo beta, que estd envolvido no aumento da sintese da matriz (Witte; Barbul,
1997).

Fase de maturacao ou remodelamento

A caracteristica mais importante desta fase é a deposicdo sistematica de colageno, razao

pela qual é a mais importante clinicamente. O primeiro colageno produzido é mais fino que o
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colageno encontrado na pele normal e corre paralelo a pele. Com o tempo, o colageno original
(colageno tipo I11) é reabsorvido, produzindo colageno mais espesso e organizado ao longo das
linhas de tensdo. Estas alteracdes refletem-se num aumento da resisténcia a tracdo da ferida
(Campos et al., 2007).

A reconstituicdo da nova matriz € um importante processo de cura. Fibroblastos e
leucdcitos secretam colagenase, que promove a dissolugdo da matriz antiga. A reparacdo é bem
sucedida quando existe um equilibrio entre a sintese da nova matriz e a dissolucdo da matriz
antiga, e quando os depdsitos sdo maiores. Mesmo apds 1(um) ano, o colageno organizado na
cicatriz € menor do que na pele saudavel, e a resisténcia a tracdo nunca mais chega a 100%,
chegando a cerca de 80% apds 3 (trés) meses (Broughton; Janis; Attinger, 2006 b).

A falha em umas destas fases no processo de cicatrizacdo da ferida pode prolongar o
tempo de reparo e conduzir complicacbes, cerca de 60 milhdes de pessoas em todo 0 mundo
sofrem de feridas crbnicas e seus custos de tratamento representam 4% do total de despesas de
salde e 68% do tempo de enfermagem (Yao; Fu; Cheng, 2020).

A figura 5 apresenta um grafico com as fases da cicatrizagdo e a deposicdo dos

componentes da matriz cicatricial ao longo do tempo.

Fases da cicatrizacao de feridas
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Figura 5 - Fases da cicatrizagdo e a deposi¢cdo dos componentes da matriz cicatricial ao longo
do tempo
Fonte: Adaptado de Broughton et al. (2006).
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2.3 Diabetes mellitus e o processo de cicatrizacdo cutanea

As feridas sdo consideradas um problema grave e de abrangéncia mundial, responsaveis
por significativos indices de morbidade, mortalidade e aumento dos gastos anualmente para
tratar complicagdes de saude relacionadas as lesdes interligado ao diabetes mellitus (Vieira,
2019).

Essas feridas com dificuldade em cicatrizar geralmente ndo progridem através do
processo normal de cura. Estas feridas entram frequentemente num estado de inflamacéo
patoldgica devido a um processo de cicatrizagdo prolongado, incompleto ou descoordenado
(Leal, Carvalho, 2014).

Os portadores de DM sdo em geral reconhecidos como pacientes mais vulnerdveis a
uma série de complicacdes de natureza metabdlica e/ou de origem infecciosa, como 0s
processos bacterianos, flngicos e virais. Somam-se as implicacbes proprias da doenca que,
como se sabe, incluem doencas cardiovasculares e cerebrovasculares a neuropatia, retinopatia,
nefropatia e ma cicatrizacdo de feridas, que muitas vezes contribuem para agravar as condicGes
clinicas vigentes (Khamaisi; Balanson, 2017; Menezes et al., 2022; Minelli et al., 2003).

A morbidade e a mortalidade no DM estdo associadas ao surgimento de diversas
complicacBes, como Neuropatia Periférica Diabética (NPD), Doenca Arterial Periférica (DAP)
e feridas no pé diabético (Bantie et al., 2019).

As complicagdes microvasculares podem ocorrer de forma precoce em pessoas com
intolerancia a glicose, mesmo antes da DM tipo 2. Entretanto, a progressao da DM e suas
complicacbes estdo ligadas a diversos fatores, como o0 tempo em que a pessoa permanece sem
controlar o indice glicémico (Stolar, 2010).

Ma cicatrizacdo de feridas ou mais frequentemente referida como Ulceras de pé
diabético (UDP) pode ser devastadora, tornando-se uma infecgdo sistémica com osteomielite e
levando a amputacdo. A cicatrizacdo de UDP ainda requer mais pesquisa de eficicia e descricao
de tratamentos aprovados. A ferida pode ser descrita como a sequela de dano a um epitélio e
seus tecidos conectivos subjacentes que pode ser complicada por dano tecidual excessivo
subjacente, patologia e ma perfusdo e oxigenacdo tecidual (Khamaisi; Balason, 2017; Lavery
et al., 2016).

Os diabéticos apresentam peculiaridades que os tornam suscetiveis a dermatoses por
vezes infrequentes em ndo-diabéticos. Muitas de suas doencas necessitam diagnéstico rapido e
tratamento imediato, para que sejam evitadas complicacfes ocasionalmente graves ou mesmo

fatais (Carvalho et al., 2019).
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Feridas associadas ao DM apresentam uma ligeira inflamac&o cronica sistémica, que ira
influenciar os tecidos e asua regeneracdo. Além disso, os neutrofilos mostram uma reducéo das
atividades quimiotaticas e fagociticas, tornando as feridas mais propensos a infeccdo. Em
feridas diabéticas, também se verifica a disfuncdo das celulas T, a diminuigdo na quimiotaxia,
fagocitose e capacidade bactericida dos leucécitos, a disfuncdo dos fibroblastos e das células
epidérmicas. Estes defeitos sdo responsaveis pela inadequada remocdo bacteriana e reparacao
demorada ou deficiente das feridas em pessoas com diabetes (Gary; Woo, 2008).

Como resultado, e em contraste com a cicatrizagdo normal de feridas, onde a inflamacao
ocorre de um modo sequencial e regulada, a inflamacdo em feridas diabéticas € prolongada
levando a uma cicatrizacdo deficiente.

Esse tipo de lesdo sempre estd acompanhado por hipdxia. A situacdo de hipoxia
prolongada, que pode ser derivada da insuficiente irrigacdo sanguinea e da reduzida
angiogénese, € prejudicial para a cicatrizacdo de feridas. A hipdxia pode amplificar a resposta
inflamatdria precoce, prolongando assim a lesdo, aumentando os niveis de radicais livres de
oxigénio (Woo et al., 2007).

A hiperglicemia tambem pode aumentar o stress oxidativo, quando a producdo de ROS
excede acapacidade antioxidante. Aformacdo de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs),
consequente da hiperglicemia, e a interacdo com seus receptores (RAGE) estdo associados a
dificuldades de cicatrizacdo em ratos diabéticos. Os niveis elevados de metaloproteases s&o
uma caracteristica das Ulceras do pé diabético, e osniveis de metaloproteases de matriz (MMP)
no fluido de feridas cronicas sdo quase 60 vezes superiores do que em feridas agudas. Este
aumento da atividade das proteases permite a destruicdo dos tecidos e inibe 0s processos
normais de reparagdo (Huijbert et al., 2008).

As feridas de diabéticos exibem uma angiogénese reduzida. Varios estudos onde
investigaram o0s mecanismos pelos quais ocorre a diminuicdo da restauracdo da vasculatura em
feridas diabéticas, demonstraram que ha disfuncdo na mobilizacdo e a migracdo da matriz
extracelular (MEC) para as feridas. Tem sido demonstrado que as MEC de pacientes diabéticos
apresentam uma menor proliferacdo, menor aderéncia e menor incorporacdo nas estruturas
vasculares (Leal; Carvalho, 2014).

A neuropatia periférica que ocorre em individuos diabéticos também contribui para a
cicatrizacdo deficiente das feridas. O sistema imunologico € normalmente considerado como
autorregulado, mas varios estudos sugerem que o0 sistema nervoso periférico interage

estreitamente com o sistema imune e que desempenha funcBes de regulacdo neuroimuno
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importantes. Os nervos sensoriais desempenham um papel importante na modulagédo dos
mecanismos de defesa imunitaria, uma vez que a pele desnervada exibe uma reduzida
infiltracdo de leucdcitos. Os nervos aferentes podem responder a uma grande variedade de
estimulos e, apds estimulacdo, os neuropeptideos sdo rapidamente liberados no microambiente
(Shepherd et al., 2005).

Na pele, esses neuropeptideos atuam através da ativagdo de receptores presentes numa
variedade de células, incluindo células endoteliais microvasculares, queratindcitos, mastocitos,
fibroblastos e células do sistema imune. A deficiente inflamacdo neurogénica, devido a
neuropatia diabética, contribui para uma maior susceptibilidade para Ulcera do pé diabético
(Leal; Carvalho, 2014; Steinhoff et al., 2003).

Em sintese, a cura das feridas em individuos com diabetes envolve conduta para tratar
hipdxia, disfuncdo de fibroblastos e de células epidérmicas, reducdo daangiogénese e disfuncao
neovascular, elevados niveis de metaloproteases, danos das ROS e MEC, diminuicdo da

resisténcia ao hospedeiro imune e neuropatia periférica.

2.4 Tratamento para lesfes cutaneas

Dentre as principais terapéuticas recomendadas pelo Ministério da Saude do Brasil,
estdo: Polihexemetilenobiguanida (PHMB) solucdo ou em rolo; Papaina em gel ou creme (8,
10 e 12%); Hidrocoloide; Acidos graxos essenciais (AGE); Oxido de zinco; Carvdo ativado
associado com alginato de prata; Hidrofiora com prata e espuma de poliuretano; Alginato de
calcio; Hidrofibra sem prata; Bandagem de algoddo puro ou misto impregnada com Oxido de
zinco, glicerina, Oleo de castor ou mineral; Sulfadiazina de prata; Filmes semipermeaveis;
Colageno bioldgico; Fator de crescimento celular e Curativo de gaze ndo aderente (Tavares,
2018).

S&o inimeras as terapéuticas existentes para tratamento de feridas, com destaque para o
debridante enzimdtico que sera utilizado no estudo, a colagenase composta por
clostridiopeptidase A e enzima proteolitica, apresenta acdo seletiva de degradar o coldgeno
nativo da ferida. Este produto pode ser usado onde ha tecido desvitalizado, em feridas limpas
ou infectadas, com excecdo de feridas com cicatrizacdo por primeira intencdo e sensiveis a
enzima (Mandelbaum et al., 2003). E uma das coberturas desbridantes mais disponivel e de
acesso facilitado nas Unidades de Saude vinculadas ao SUS, no Estado do Amazonas.

Outros tratamentos de feridas, que envolvem altas tecnologias vem ganhando espaco no

mercado, como as terapias de Oxigenoterapia Hiperbarica; Plasma autdlogo rico em plaquetas
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(Cabral et al., 2022); Ultrassom de baixa frequéncia (Ponte et al., 2019); Terapia fotodindmica
(Domingues et al., 2022); Biocelulose (Netto; Jacon, 2022) e Laserterapia (Lucio; Paula, 2020)
Terapia por pressao negativa (Dunville, 2013), Terapia de fechamento assistida por vacuo
(Daskalaki, 2016).

Além destes, o tratamento pode ser realizado por meio da Bioterapia, onde utiliza-se um
microrganismo Vivo ou seus produtos a favor darecuperagdo humana. As principais bioterapias
adotadas atualmente tém sido a terapia com sanguessuga, abelhas, protozoarios, bactérias,
helmintos, cées, cavalos e larvas. Dentre estas, se sobressai, a terapia com larvas de moscas,

eficiente no desbridamento de lesGes cutaneas (Franco, 2010).

2.4.1 Terapia Larval

Este tratamento consiste na aplicacdo de larvas de moscas necrofagas selecionadas a
partir da disponibilidade no territorio, pois sdo capturadas diretamente da natureza, 0s ovos sdo
desinfectados em laboratorio, apds eclosdo das larvas, estas sdo aplicadas sobre a lesdo, e tem
como finalidade a promocdo da cicatrizacdo, por meio do desbridamento biologico, ou seja,
pela remocdo de secrecdo, tecido desvitalizado ou necrosado (Masiero, 2019; Nitsche, 2010;
Thyssen et al., 2021).

A Terapia Larval (TL) ou larvoterapia apresenta originalmente seus primeiros relatos
de execucdo em tribos aborigenes Australianas e Maias na América Central. As contribuicdes
dessa terapia jA eram mencionadas por soldados pertencentes ao exército de Napoledo
Bonaparte, durante as batalhas. Em 1829, o cirurgido chefe do exército de Napoledo Bonaparte,
Baron Dominic Larrey, relatou que quando larvas se desenvolviam nas feridas dos combatentes,
elas preveniam o aparecimento de infeccdo e aceleravam acicatrizacdo (Tanyuksel et al., 2005).

Nos primeiros anos de aplicacdo larval, a contaminacdo bacteriana oriunda das larvas
de moscas ndo desinfectadas foi um problema sério (Wollina et al., 2000), devido os riscos da
introducdo de patdgenos dentro das feridas, gerando a necessidade do desenvolvimento de
procedimentos eficientes para esterilizacdo. O primeiro método de desinfecgdo dos ovos foi
desenvolvido por Baer, em seu laboratdrio, através de uma solucdo de cloreto de mercurio e
acido cloridrico (Weil et al., 1933). Atualmente, os ovos sdo desinfectados antes da aplicacdo,
sendo evitado 0 uso de substancias tdxicas, que podem matar o inseto durante este processo
(Wolf, Hansson, 2005).

Apesar de seu grande potencial no tratamento de feridas, somente no século XX, no

decorrer das guerras mundiais e apds o aperfeicoamento de métodos estéreis para a criagdo de
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ovos das larvas, que a TL se torna aceitavel para ser utilizada com seguranca e éxito como
terapéutica em diversos tipos de lesGes, apresentando dentre os seus principais beneficios o
debridamento de tecidos necrosados, a acdo antimicrobiana e reparagdo dos tecidos (Chan, et
al. 2007; Erdmann, 1987).

O primeiro profissional médico a utilizar sistematicamente larvas em feridas incuraveis
foi William Baer por volta de 1929, num Hospital Infantil em Baltimore Maryland, EUA. Ele
tratou com TL mais de 100 criancas com osteomielite e feridas de partes moles. Nesse periodo,
Baer que era o professor clinico de cirurgia ortopédica da Escola de Medicina John Hopkins,
observou durante o servico militar na Primeira Guerra Mundial, que as fraturas expostas e
ferimentos abdominais eram tomados por larvas e ndo apresentavam febre e sinais de infeccéo
sisttmica. Aplicou a técnica posteriormente com éxito, apresentando resultados satisfatorios,
publicados em 1931 (Baer, 1931; Sherman, 2002, 2009).

A larvoterapia foi abandonada no inicio dos anos de 1940 com o aparecimento dos
antibidticos, sendo somente ‘redescoberta” nos anos de 1980, frente a resisténcia dos micro -
organismos aos farmacos (Akhtar et al., 2011; Chan et al., 2007).

Nos dltimos quarenta anos, a terapia larval tem sido novamente reconhecida como
alternativa vidvel para o tratamento de lesdes. Nos EUA, na década de 80, 0 americano Ronald
Sherman trouxe estudos comparativos entre o uso da TL e coberturas convencionais e mostrou
resultados mais eficazes quando a TL foi a técnica utilizada (Whitaker et al., 2007; Wolf;
Hansson, 2005).

Em 1996 a “Biosurgical Research Unit” (Unidade de Pesquisa em Biocirurgia)
organizou a primeira conferéncia internacional de biocirurgia, apds o evento, fundou-se a
Sociedade Internacional em bioterapia para investigar e desenvolver o uso de organismos Vivos
ou seus produtos no reparo tecidual (Thomas et al., 2001). Atualmente, a TL estd sendo
utilizada especialmente no tratamento de feridas cronicas e/ou infectadas, devido ao sucesso de
sua aplicacdo e eficacia na eliminagdo de micro-organismos resistentes as drogas em uso (Bonn,
2000; Thomas et al., 2001; Van Der Plas et al., 2007; Valachova, 2013).

Nos Estados Unidos e no continente europeu a TL é reconhecida como tratamento para
feridas por suas agéncias reguladoras, enquanto que na Ameérica do Sul (Chile, Colémbia,
Venezuela e Brasil) seu uso tem se restringido em nivel de pesquisa (Thyssen et al., 2021).

A TL pode ser entendida como uma miiase induzida de modo artificial, controlada e
assistida cuidadosamente. Salienta-se que apenas algumas espécies de moscas podem ser

elencadas para aplicacdo terapéutica, as classificadas como necrobiontdfagas (Masiero, 2019).
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As moscas mais frequentemente utilizadas no mundo séo pertencentes a familia
Calliphoridae  (Diptera) em especial Lucilia sericata (Meigen, 1826), Lucilia cuprina
(Wiedemann, 1830), Phormia regina (Meigen, 1826), Chrysomya megacephala (Fabricius,
1794), Cochliomyia macellaria (Fabricius, 1775). (Marcondes, 2006; Masiero, 2019; Pinheiro
et al., 2015)

No Brasil, a terapia larval ainda é recente. Tem-se utilizado principalmente larvas de
Chrysomya megacephala em humanos, para o tratamento de Ulceras de pés diabéticos.
Entretanto, Cochliomyia macellaria tem se demostrado uma espécie muito promissora, para
aplicacdo terapéutica no pais, ja que possui ampla distribuicdo geografica e estudos em animais
com bons resultados (Masiero, 2019; Pinheiro et al., 2015).

O aumento do interesse pela TL, estd associado a resisténcia dos microrganismos a
varios antibiticos, mesmo os mais modernos, ja que as larvas ndo sdo influenciadas por esta
resisténcia. Elas destroem bactérias de forma bastante eficiente, além do mais, pode ser aplicada
em feridas de varias etiologias, como as Ulceras vasculogénicas, neuropaticas, sistémicas, por
pressao, lesbes traumaticas, pos-cirlrgicas e queimaduras, infectadas ou ndo (Franco, 2010;
Marcondes, 2006). Sendo contraindicado para feridas com leito seco, excessivamente
exsudativas e hemorragicas (Viana et al., 2020).

Outra vantagem da TL citada na literatura € seu baixo custo. Um estudo revelou que
tratamento feito com TL custa em média 300 euros por pacientes, enquanto outras formas de
tratamento custam em média 2.200 euros por paciente (Dallavecchia; Proenca; Coelho, 2011).

No Brasil, a técnica ainda é pouco conhecida e vem sendo alvo de estudos e
experimentos em animais de pequeno porte, como ratos. O Hospital Universitario Onofre Lopes
(HUOL), em Natal, RN, € pioneiro em testes da técnica em humanos desde 2013. Aresponsavel
técnica pela aplicacdo da TL é a enfermeira Julianny Barreto Ferraz, coordenadora da comissao
de curativo do hospital, em parceria com Departamento de Biociéncias da Universidade Federal
do Rio Grande do Norte- UFRN, na pessoa da Dr* Renata Antonaci (COFEN, 2015; Pinheiro,
2014).

A técnica inicialmente foi utilizada no tratamento de lesdes cronicas de pacientes
diabéticos e vem sendo aprimorada para atender mais diversidades de lesdes com tecidos
necrosados (Pinheiro, 2014). Em comparagcdo com outras terapéuticas, pode ser observado

melhor custo beneficio, como exemplificado, na tabela 2.

Tabela 2 - Comparacdo entre a terapia larval e diferentes métodos de desbridamento utilizados no
Hospital Universitario Onofre Lopes-HUOL
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Terapia Larval x Terapéuticas convencionais
Realizacio do

Tipo de terapéutica Valores (R$)* procedimento™**
Licitacao Comercial Em minutos Por simana
Terapia Larval - D2 30 48 a 72 horas
Desbridamento - - 60 a 120 -
Cirargico
Hidrogel (10g) 8,24 9,96 15 48 a 72 horas
Papaina gel 8% (10g) - 4.6 15 12/12 h
Kolagenase (10g) 2,64 12,49 15 12/12 h
(ideal)

* Valor por aplicac¢do em ferida com aproximadamente 6,0x 5,0cm
** Valor ndo acrescido de hidrocoléide. Contabilizados os custos com esterilizacdo ¢ manuten¢do da colonia.
*** Fatores intervenientes ao processo podem postergar o tempo gasto para realizar o procedimento

a- Tempo que leva para a realizacdo da técnica

b- Tempo em que o paciente permanece com a técnica.

Fonte: Pinheiro, (2014).

Apesar de a TL apresentar grande eficacia em sua aplicabilidade, ainda é escassa a sua
execucdo e aceitacdo nos servicos de salde brasileiros, e um dos fatores impedidores de sua
utilizacdo € o desconhecimento dos profissionais de salde e dos usuarios dos servicos acerca
da ecologia das moscas, além da cultura de que estes insetos estdo associados diretamente a
Ssujeira, matéria organica em decomposicdo e lixo contaminado, sendo considerados vetores de
doengas, atribuindo inseguranca e aversdo a este tipo de tratamento (Franco et al., 2016).

Para a realizacdo da técnica de TL, alguns fatores sdo de fundamental importancia e
conhecimento: o tipo de curativo utilizado, a espécie, serem necréfagas (se alimentarem
exclusivamente de tecido morto, evitando o risco de atacar tecidos vivos), entender o seu ciclo
de vida para evitar o0 seu amadurecimento na ferida e que as mesmas sejam desinfectadas, dentre
outros, fatores que possam garantir qualidade e seguranga durante sua aplicacdo (Sherman,
2014).

Os mecanismos pelos quais as larvas promovem a cicatrizagdo de feridas incluem em
primeiro lugar seu movimento sobre o leito da ferida, secretando enzimas digestivas que elevam
0 pH e estimulam a producdo de exsudato seroso, promovendo ativacdo de macréfago e
induzindo a cicatrizacdo com crescimento tecidual, ou seja, promoc¢éo da oxigenacdo do tecido
e estimulacdo de fibroblastos e células endoteliais, com consequente formacdo de tecido de
granulacdo (Sanchez et al., 2004),

Em segundo lugar, vai haver escavacbes por meio dos seus ganchos bucais na superfic ie
da ferida, possibilitando a ruptura das membranas tissular (escarificacdo), permitindo a
penetracdo das suas secrecdes proteoliticas. Em terceiro lugar, havera secrecbes de enzimas

equivalentes a colagenase, que liquefaz o tecido necrotico facilitando sua alimentacdo,
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consumindo todo o tecido necrosado inclusive as bactérias presentes, fazendo a desinfeccdo da
ferida. E, por fim substancias com propriedades antibactericidas serdo excretadas, com acéo
semelhante aos antimicrobianos (Marcondes, 2006; Sherman et al., 2006).

Além disso, estudos in vitro tém demonstrado o potencial antimicrobiano, antioxidante,
antibiofilme e cicatrizante das excrecOes/secrecdes (ES) liberadas pelas larvas (Barnes et al.,
2010; Hassan et al., 2016).

O tratamento de feridas com larvas € o Unico em que ocorre a liqguefacdo e remogdo do
tecido necrético com ingestdo simultdnea e destruicdo de micro-organismos, evidenciando
aparente aumento da formacdo de tecido de granulacdo. Além disso, nenhum outro agente
topico proporciona um fornecimento continuo de enzimas ativas desbridantes, enquanto
apresenta potencial antimicrobiano (Churchy, 1999).

Em relacdo a aplicacdo das larvas nas feridas, primeiramente é necessario higienizar a
ferida e lavar o leito com solucdo salina estéril 0,9% até a superficie amolecer. O curativo
hidrocoloide deve ser cortado no tamanho do orificio da lesdo, e tem a dupla finalidade de
proteger a pele saudavel do contato com as larvas e evitar qualquer tipo de lesdo causada pelas
enzimas proteoliticas em sua saliva, ao mesmo tempo em que serve de barreira para evitar que
as larvas escapem (Echeverri et al., 2010).

Em sequida, as larvas séo inseridas no leito necrosado, o nimero recomendado séo cinco
larvas de 1mm por cm2 de tecido, logo ap0s, as larvas sdo cobertas por gaze estéril, em tamanho
maior que a ferida e menor que o hidrocoloide, este tecido deve ser fixado ao hidrocoloide por

uma fita adesiva, permitindo que as larvas respirem (Dallavecchia; Proenca; Coelho, 2011).

2.4.1.1 Terapia larval e aspectos imunolégicos

O sistema imune de um hospedeiro responde de forma diferente diante dos
microrganismos. Com relacdo as larvas de moscas, apos algumas aplicacbes, o corpo percebe
a cobertura larval como corpo estranho, reagindo com resposta local (Calich; Vaz, 2009).

As larvas quando se movimentam no leito da lesdo, favorecem a producdo de exsudato
seroso, e essa agdo estimula a ativacdo de macrdfagos, induzindo a cicatrizagdo e secre¢do de
fatores do crescimento (Marcondes, 2006).

Aléem disso, dentre os indmeros beneficios das secrecdes larvais, estd o potencial
bactericida e bacteriostatico, por exemplo contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa (Masiero, 2017); controle de biofilme bacteriano, devido a presenca das defensinas
(Masiero, 2019) ; modulacdo da resposta imune, pela inibicdo da liberacdo de peroxido de
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hidrogénio pelos neutrofilos e de enzimas, como a elastase, responsaveis pela fase inflamator ia
persistente e pela demora na cicatrizacdo e também, enzimas proteoliticas ainda ndo
identificadas, capazes de recrutar células que estimulam a proliferacdo de fibroblastos e a
producdo de fibras de colageno, como observado por Masiero et al. (2015).

Simmons (1935) registrou pela primeira vez, as potentes substancias antimicrobianas
encontradas nas secrecdes das larvas, que incluiam: alantoina, ureia, fenilacetaldeido, carbonato
de calcio e enzimas proteoliticas. Além disso, as excrecGes obtidas nas ablugdes de larvas ndo
desinfectadas de Lucilia sericata, apresentaram importante atividade antimicrobiana contra
bactérias piogénicas, gque ao serem expostas as secre¢des, foram exterminadas entre cinco a dez
minutos.

Cerovcky e Bém (2014) acrescentam que as moscas, em especial da familia
Calliphoridae, respondem as bactérias através da rapida producdo de peptideos antimicrobianos
(AMPs) que possuem amplo espectro de atividade contra bactérias gram-positivas e fungos.
Tais peptideos, sdo considerados conservados evolutivamente do sistema imunoldgico inato do
hospedeiro, formando primeira linha de defesa contra infeccoes.

Apos decadas de estudos tentando isolar defensinas de excrecoes/ secre¢des (ES) e do
corpo de larvas medicinais, Cerovcky e Bém (2014) conseguiram decifrar 0s compostos
(defensinas) das dipteras Lucilia sericata e Lucilia cuprinas chamadas de lucifensina e
lucifensina 1l. Esses compostos sdo dois peptideos ciclicos quase idénticos de residuos de 40
aminoacidos e trés pontes dissulfeto intramoleculares pertencentes a familia amplamente
distribuida de defensinas de insetos. Tais compostos sdo os principais AMPs envolvidos no
sistema de defesa das larvas de varejeiras e agem com 0 mesmo mecanismo de acdo da
defensina da Sarcophaga peregrina - a sapecina homoéloga — essa defensina oligomeriza na
parede bacteriana, formando canais nela, que culminam no extravasamento dos componentes

citoplasmaticos e morte celular bacteriana. Conforme verificado na figura 6.
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Figura 6 - Micrografias eletronicas de Bacillus subtilis corado negativamente, ndo tratado (A)
ou tratado com lucifensina por 60 min ( B)

Fonte: Cerovcky e Bém (2014)

Estudos revelaram que fatores antimicrobianos (< 1kDa) presentes nas secrecdes de
larvas medicinais, mostraram-se ativas contra Streptococcus pyogenes e Staphylococcus.
aureus (Gram-positivas), incluindo aqueles S. aureus resistentes ou sensivel a meticilina
(Kerridge et al., 2005). As bactérias que ndo sdo eliminadas com as secrecdes larvais, ao serem
ingeridas, morrem no interior das larvas (Mumcuoglu et al., 2001).

O uso da terapéutica larval também beneficia o organismo do hospedeiro por meio da
modulacdo da resposta imune do paciente: atuando na fungdo dos fagdcitos humanos, para

eliminacdo das bactérias, conforme estudo de Van Der Plas et al. (2009, p. 9-10):

As secregdes de larvas inibiram de forma dependente da dose aproducéo das
citocinas pré-inflamatorias TNF-alfa, 1L-12p40 e fator inibidor da migragdo de
macréfagos por mondécitos estimulados por lipopolissacarideos e acido lipoteicdico,
enquanto aumenta a produc¢do da citocina anti-inflamatéria 1L-10. A expressdo dos
receptores da superficie celular envolvidos no reconhecimento do patégeno néo foi
afetada pelas secre¢Bes. Além disso, as secrecfes de larvas alteraram o perfil de
quimiocinas dos mondcitos ao regular negativamente a proteina-1betainflamatéria de
macrofagos e regular positivamente a proteina-1 quimioatraente de mondocitos e IL-8.
[...] As secre¢des de larvas ndo afetaram a fagocitose e a morte intracelular de S.
aureus por mondcitos humanos.

Van Der Plas et al. (2007) evidenciaram que os neutréfilos aumentam o dano ao tecido
em vez de contribuir para a cura de feridas cronicas e que os efeitos benéficos das larvas, estdo
associados em parte, com a inibicdo de multiplas respostas pro-inflamatorias de neutrofilos
ativados por ES. As secrecfes agem a jusante da ativacdo da proteina quinase C mediada pela
fosfolipase C. Em concordancia, ES inibem as atividades funcionais dos neutréfilos ativados
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por PMA; induzem um aumento na concentracdo intracelular de cAMP em neutrofilos e
ativadores farmacoldgicos de mecanismos dependentes de cAMP imitaram seus efeitos
inibitdrios em neutrdfilos.

Tamura et al. (2017) observaram que ES das larvas de L. sericata inibbem a ativacdo do
sistema complemento, o que provoca diminuicdo de inflamacdo excessiva. Dentre as atividades
anti-complemento da ES, destacaram-se: a degradacdo de multiplas proteinas do complemento
em todas as etapas das trés vias de ativacdo do complemento, através das serinas proteases
sensiveis ao calor presentes nas secre¢Ges. Salientaram ainda, que C3a e C5a — considerados 0s
principais ativadores da inflamacdo, também foram degradados por ES e o pré-tratamento
desses fatores com ES bloqueou completamente sua capacidade de induzir a ativagdo de

neutrofilos humanos, mas sem afetar sua atividade antimicrobiana.

2.5 Califorideos

Moscas-varejeiras da familia  Calliphoridae  possuem importante  papel no
desenvolvimento de varias funcBes ecologicas. Dentre algumas funcbes que podem ser
preocupantes na perspectiva da saude publica, esta o transporte mecénico para diversos
patdgenos. Isso ocorre, devido a afinidade que os adultos de califorideos possuem com a matéria
organica em decomposicdo. Como por exemplo, excremento humano ou animal, lixes, e
carcacas de animais (Carneiro etal., 2014). Além disso, também podem ser associadas a miiase
em vertebrados, inclusive o homem (Azevedo et al., 2015).

Entretanto, califorideos apresentam fungdes benéficas para o meio em que vivem e para
0 homem. S&o importantes polinizadores de plantas com flores (Silva et al., 2001) sdo
frequentemente avaliados em estudos de entomologia forense, onde auxiliam na determinacédo
do intervalo po6s- morte (Vasconcellos et al.,, 2015) constituindo o tipo mais comum de
evidéncias de insetos coletadas durante uma investigagdo criminal (Catts; Haskell, 1990); ou
sdo considerados para uso na terapia larval, que é caracterizada pela utilizacdo de larvas
desinfectadas de moscas para o tratamento de feridas de dificil cicatrizacdo (Nitsche, 2010). As
fémeas de Calliphoridae usam substratos ricos em proteinas para oviposicdo, potencializando o
pleno desenvolvimento dos estagios imaturos (Stevens, 2003).

A familia possui distribuicdo mundial e esta composta por espécies tipicas de diferentes

ambientes, sejam florestais, rurais ou urbanos (Otsuka, 2008).
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A distribuicdo sazonal dos califorideos é muito influenciada pela variacdo das condices
climaticas (Ferreira; Lacerda, 1993), podendo cada espécie reagir de diferentes formas, ndo

sendo apenas esses 0s fatores que atuam na dindmica populacional de dipteros.

Hemilucilia

O género Hemilucilia inclui seis espécies endémicas da América Central e da América
Sul (Marinho; Madeira-Ott, 2024; Tyssen; Linhares, 2007). Dentre elas, H. segmentaria e H.
semidiaphana sdo consideradas assinantropicas, ou seja, evitam locais urbanos (Otsuka, 2008),
sendo mais facilmente encontradas em areas silvestres e em menor proporcdo em areas rurais.

A baixa abundancia populacional dessas duas especies em ambientes urbanos e
semiurbanos, por vezes, era associada diretamente com a presenca de califorideos exoticos,
porém ndo significa que essas especies tiveram suas populacdes reduzidas devido a competicdo
com as espécies invasoras, pois ja eram consideradas raras antes da chegada das espécies
exdticas (Ferreira, 1978).

A Hemilucilia segmentaria (Fabricius, 1805) tem registro em El Salvador, Costa Rica,
Panama, Coldémbia, Equador, Bolivia, Peru, Guiana, Brasil, Paraguai, Argentina (Dear, 1985),
Chile e no México (Fraga, 2004). E caracterizada como necrofaga, pelo habito das larvas
alimentarem-se de matéria animal em decomposi¢do (Thyssen; Linhares 2007); por isso tem se
destacado em estudos feitos em muitas localidades em todo o Brasil. E registrada quase
exclusivamente em areas de floresta (Ferraz et al., 2010; Souza; Zuben 2012) e quando em area
urbana, ocorre principalmente em fragmentos de floresta (Figueiredo et al., 2018).

Em éarea de floresta em Manaus-AM esteve entre as espécies mais abundantes em
cadaveres (Fraga 2004; Rodrigues 2008); também foi registrada em area urbana (Barros-Souza;
Ferreira-Keppler; Agra, 2012; Souza 2009) entre as menos abundantes. O primeiro registro do
uso de H. segmentaria em investigacdo criminal para estimar o intervalo pos morte, ocorreu em
Minas Gerais (Kosmann et al., 2011) e o segundo relato foi no Amazonas, em Manaus, com
base nos dados do desenvolvimento de imaturos e comportamento de colonizagdo (Souza et al.,
2014).

A Hemilucilia semidiaphana (Rondani, 1850) também ocorre em regido neotropical,
desde 0 México até a Argentina (Baumgartner; Greenberg, 1985). E parecida com a espécie
anterior, tanto em comportamento quanto em morfologia, apesar de ter menor porte. Ja foi

considerada sinbnimo de H. segmentaria (James, 1970). Também é necréfaga, e em estudos de
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entomologia forense sempre é registrada como a espécie colonizadora subsequente a H.
segmentaria (Fraga, 2004).

Por serem necrofagas, as larvas de ambas as espécies tém potencial para serem usadas
em Terapia Larval.

A figura em seguida, apresenta uma simula de ambas as espécies.
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Hemilucilia semidiaphana

MOSCAS VAREJEIRAS

Familia: Calliphoridae
Classe: Insecta
Ordem: Diptera

Necrobiontoéfagas Estudadas na Entomologia Forense

Tempo de desenvolvimento em horas (h) / dias (d)

242.4h (d=10.1) Ovo a adulto

292.8h(d=12.2)

Hemilucilia segmentaria

Ovos

Estagios larvais
1° instar
2°instar
3°instar

Pré-pupae
pupa

Assinantropicas

¢ 124 mm

<

lﬂ

Atraidas pelo
odor cadavérico

da carcaga animal

Temperatara: 27-29 C°

Umidade: 80 % = 10

Figura 7 - Simula acerca das espécies objeto do estudo: Hemilucilia segmentaria e Hemilucilia semidiaphana.

Fonte: Dados da pesquisa, (2025); Kosmann et al. (2011); Figueiredo et al. (2018).
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2.5.1 Hemilucilia segmentaria (Fabricius, 1805)

2.5.1.1 Descricdo de imaturos

Hemilucilia segmentaria ¢ morfologicamente semelhante a Hemilucilia semidiaphana
(Rondani, 1850) e foi classificada como uma espécie separada em levantamentos recentes de
dipteros necréfagos, pois diferem em suas taxas de crescimento e maturacdo (Thyssen et al.,
2005).

Quadro 2 - Fases: Ovo, instares larvais e pupario da Hemilucilia segmentaria

Fases de Descricéo das caracteristicas Caracteristicas
desenvolvimento

Ovo Apresenta 1,51 de comprimento
e 0,32 de largura, de coloragdo
branco cremoso, alongado com
as extremidades arredondadas,
ligeiramente  curvadas, com
uma das pontas afiada. A
superficie do corion é coberta
por ténues  reticulagOes :
hexagonais, parece bastante 2 e

lisa, translicida, permitindo a
observagdo do embrido em seu | Micrografia eletronica de varredura do ovo de

interior. Na  extremidade | Hemilucilia segmentaria onde: micropila
anterior ha uma micropila | (Mi), plastrao (pi), corion (ch) e linha de
simples. O plastrdo é estreito, eclosdo (hi). A escala é igual a 100 pm.
estende-se por quase todo o
comprimento do ovo e bifurca-
se perto da micropila em forma
de Y, tendo 0 "Y" bracgos curtos.
Superficie dorsal com linha de
eclosdo lisa e inchada
percorrendo quase todo o
comprimento do ovo.
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Primeiro instar

Apresenta comprimento de 3,12
e largura 0,58, cor branco
cremoso. Corpo cilindrico com
a extremidade anterior afinando
gradualmente até uma cabega

delgada e pontiaguda, e a
extremidade posterior
arredondada. O corpo ¢é

composto por 12 segmentos.
Um sulco longitudinal wventral
separa 0 segmento da cabeca
em dois lobos cefalicos, com a
abertura da boca na base do
sulco. Ventralmente, no
segmento posterior, esta a placa
anal coberta por muitos
espinhos. Espirdculo anterior
ausente. Dentro da cabeca da
larva e estendendo-se até o
torax esta um esqueleto
cefafaringeo quitinoso.

Primeiro instar de Hemilucilia segmentaria.
(A) vista dorsal; (B) vista ventral, (C) vista
lateral; (D) esqueleto cefafaringeo; (E)
espiraculos posteriores mostrando peritreme
incompleto e uma fenda reta; e (F) segmento
posterior evidenciando protuberéncia anal. A
escala é igual a0,5 mm (AC),0,1 mm (DE) e
0,25 mm (F).

Segundo instar

Apresenta comprimento de 9,23
e largura de 1,61, cor branco
cremoso. No corpo, as faixas da
coluna sdo mais esclerotizadas
que as do primeiro instar. O
Gitimo  segmento do corpo
larval apresenta 6 pares de
tubérculos, mais definidos que
os do instar anterior. A placa
anal é fortemente desenvolvida.

Esqueleto cefalofaringeo
ligeiramente maior e mais
esclerotizado. A esclerita
dentaria acessbria € mais
evidente neste instar.

Segundo instar de Hemilucilia segmentaria.
(A) vista dorsal; (B) vista ventral, (C) vista
lateral; (D) esqueleto cefafaringeo; (E)
espiraculos posteriores mostrando peritreme
incompleto e duas fendas retas; (F) espiraculo
anterior; e (G) segmento posterior mostrando
protuberancia anal e distribuicdo de
tubérculos. A escala é igual a2 mm (AC), 0,1
mm (DF) e 05 mm (G).
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Terceiro instar

Apresenta comprimento  de
1486 e largura 3,05. Branco
cremoso a rosado. As faixas da
coluna sdo mais esclerotizadas
que as do segundo instar. Os
seis pares de tubérculos estdo
bem desenvolvidos e
distribuidos. A placa anal é
completamente desenvolvida e
coberta por espinhos marrons
fortemente esclerotizados.
Espiraculos posteriores com
trés fendas retas dispostas
aproximadamente paralelas
entre si, inclinadas para baixo e
para dentro em cerca de 45° em
relagcdo ao eixo vertical, com
peritreme incompleto.
Esqueleto cefalofaringeo
semelhante ao segundo instar,
maior e mais esclerotizado;
gancho bucal e esclerito
dentario acessorio mais curvoe
conspicuo.

A e

©

Terceiro instar de Hemilucilia segmentaria.
(A) vista dorsal; (B) vista ventral, (C) vista
lateral, (D) vista lateral do esqueleto
cefafaringeo; (E) vista dorsal do esqueleto
cefafaringeo; (F) espiraculos posteriores
mostrando peritreme incompleto e trés fendas
retas; (G) espiraculo anterior; e (H) segmento
posterior mostrando protuberéncia anal e
distribuicdo de tubérculos. A escala é igual a
3mm (AC), 0,1 mm (DG) e 0,5 mm (H).
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Pupario

Apresenta comprimento de 9,87
e largura de 3,60, de coloragdo
marrom a preto. Em forma de

barril, fortemente
esclerotizado, formado pelo
endurecimento da cuticula

larval do terceiro instar. Regido
anterior  ligeiramente  mais
estreita que a regido posterior.
Espiraculos anteriores
localizados apicalmente. Faixas
de espinhos semelhantes as do
instar anterior, com as fileiras
de espinhos mais proximas e
dobradas para dentro. Os
cornos  respiratorios  pupais
estdo presentes no segmento
VIII. Espiraculos posteriores
semelhantes aos do instar
anterior, porém mais proximos
e mais esclerotizados.

Pupério de Hemilucilia segmentaria. (A) vista
dorsal; (B) vista ventral; (C) vista lateral; (D)
segmento anterior evidenciando espiraculos
anteriores; e (E) segmento posterior
mostrando protuberancia anal, distribuicdo de
tubérculos e espiraculos posteriores. A escal
é igual a 0,5 mm (AC) e 1 mm (DE).

Fonte: Thyssen et al. (2005).

2.5.2 Hemilucilia semidiaphana (Rondani,1850)

2.5.2.1 Descricdo de imaturos

Quadro 3 - Fases: Ovo, estadios larvais e pupario da Hemilucilia semidiaphana

Fases de
desenvolvimento

Descrigdo das caracteristicas

Caracteristicas
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Ovo

Comprimento médio de 1,21 mm
e largura média de 0,26 mm.
Apresenta coloragdo branco-

leitoso, alongado de forma
cilindrica, com a superficie
ventral ligeiramente convexa.

Metade anterior um pouco mais
estreita que a metade posterior.
Corio recoberto por um reticulo
fino, superficial e translicido,
permitindo visualizar o embrido
no seu interior.  Microdpila
simples, situada na porgéo apical
anterior. Superficie dorsal com
uma linha de ecloséo
caracterizada por uma disjuncédo
do cdrio que se inicia na regido da
micropila e se estende até o tergo
posterior.

Ovo mostrando em detalhe a micrépila
(MC) e a linha de ecloséo (LE) por MEV.

Larva de primeiro
estadio

Exibe um comprimento médio de
2,59 mm e largura média de 0,46
mm. Tem coloragdo branco-
leitoso, é cilindrica, com a regido
anterior mais afilada que a
posterior. O corpo compreende
12 segmentos sendo 1 formado
pela cabeca, 3 toracicos e 8
abdominais. A cabeca é pouco
desenvolvida e dividida por um
sulco longitudinal em 2 lobos
cefalicos pouco pronunciados. O
esqueleto cefalofaringeo é de
tamanho reduzido e formado por
poucos escleritos; Ganchos orais
pares, reduzidos a pequeno
esclerito em forma de gancho,
nao articulados com os demais
escleritos.

Desenhoesquematico da larva de 1° estadio
mostrando em (A) vista dorsal, em (B) vista
ventral, em (C) vista lateral, em (D) o
esqueleto cefalofaringeo, em (E) os
espiraculos posteriores e em (F) a regido
posterior.
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Larva de segundo
estadio

Apresenta um  comprimento
médio de 7,2 mm e largura média
de 1,2 mm, de coloracgéo branco-
leitoso. A cabeca apresenta um
sulco longitudinal mais
proeminente do que na larva de
primeiro estadio, realcando um
pouco mais os lobos cefalicos.
Esqueleto céfalofaringeo
semelhante ao de primeiro
estadio, estando este um pouco
mais esclerotizado e de tamanho
maior com os ecleritos mais
evidentes. Ganchos orais mais
desenvolvidos e recurvados.
Esclerito intermediario em forma
de “H” mais alongado. Bandasde
espinhos mais esclerotizados que
nas larvas de primeiro estadio,
completas até o quinto segmento
e também no 11° segmento, e nos
demais segmentos ainda
permanecem incompletas com
fileiras irregulares e algumas
com espinhos sem coloragao.

D I X i ::‘3 YI_J} ) { 1

e 9

Desenhoesquematico da larva de 2° estadio
mostrando em (A) vista dorsal, em (B) vista
ventral, em (C) vista lateral, em (D) o
esqueleto cefalofaringeo, em (E) os
espiraculos posteriores, em (F) o espiraculo
anterior e em (G) a regido posterior.

Larva de terceiro
estadio

Comprimento médio: 14,69+0,1
mm Largura média: 2,3+0,02
mm Coloragdo: branco-leitoso
Descricdo: A cabega apresenta
lobos cefalicos mais
pronunciados devido ao sulco
longitudinal ser mais profundo.
Espiraculos anteriores com a
mesma forma do estadio anterior,

porém com projecdes
digitiformes maiores e sulcos
espiraculares mais
esclerotizados. Esqueleto
céfalofaringeo fortemente

esclerotizado com os ganchos
orais recurvados anteriormente e
com base alargada, saindo do
canal alimentar mais
pronunciado do que no estadio
anterior.
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Desenho esquematico da larva de 3° estadio
mostrando em (A) vista dorsal, em (B) vista
ventral, em (C) vista lateral, em (D) vista
lateral do esqueleto céfalofaringeo, em (E)
vista dorsal do esqueleto cefalofaringeo,
em (F) o espirdculo posterior, em (G) o
espiraculo anterior e em (H) a regido
posterior.
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Pupério Exibe comprimento médio de 8,2
mm e largura média de 2,71mm,
coloragdo marrom escuro, em
forma de barril, formado pela
cuticula da larva de terceiro
estadio, totalmente esclerotizada,
com diminuicdo de comprimento
em relacao ao estadio anterior. A
retracdo dos segmentos do corpo
é evidenciada nas dobras laterais
do corpo. Regido anterior mais | Desenho  esquematico  do  pupario
afilada que a posterior e com os | mostrando em (A) vista dorsal, em (B) vista
espiraculos anteriores dispostos | ventral, em (C) vista lateral, em (D) regido
apicalmente. Bandas de espinhos | anterior e em (E) a regi&o posterior.

com a mesma disposicdo do
estadio anterior sendo que as
fileiras de espinhos estdo mais
aproximadas entre si. Espiraculos
posteriores semelhantes aos do
estadio anterior, porém mais
aproximados entre si e mais
esclerotizados, com presenca de
botéo.

Fonte: Thyssen et al. (2005).

Ao comparar as espécies 0 mesmo autor apresenta as diferencas entre as larvas de 3°
instar. Os espiraculos posteriores e a placa anal de H. segmentaria neste estudo fornecem mais
evidéncias da separacdo das duas espécies. O peritreme do espiraculo posterior de H.
segmentaria é muito mais esclerotizado, enquanto o de H. semidiaphana é moderadamente
esclerotizado com peritreme delicado e um botdo mais distinto. No entanto, a placa anal € mais

estendida em H. semidiaphana do que em H. segmentaria, conforme figura 8 a sequir:

Figura 8 - Diferencas entre larvas de terceiro instar de Hemilucilia segmentaria (A) e
Hemilucilia semidiaphana (B)
Fonte: Thyssen et al. (2005)
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2.5.3 Descrigdo dos adultos de H. segmentaria e H. semidiaphana
Descricdo morfologica: Hemilucilia segmentaria (Fabricius, 1805)

Comprimento médio de 12,4 mm e largura do térax (mesotérax) de 3,4 mm. Cabeca
com olhos marrom, fronte reta em vista lateral marrom, corpo marrom, térax e abdémen verde
escuro dorsalmente, abddmen na porcdo ventral ao longo da linha mediana com coloracao
marrom e amarelo no Ultimo segmento, escutelo verde mais claro, caliptra e espiraculos anterior
e posterior marrom amarelado, fileira de cerdas fortes nas margens externas do pronoto,
mesonoto, metanoto e escutelo, mais longas e fortes no metanoto e escutelo, mancha marrom
escura ao longo da metade final da veia R2+3, mais clara na metade final da R4+5 e ao longo
da margem da asa desde R4+5 até CuAl. As manchas das veias ao longo das veias R2+3 e
R4+5 ndo se conectam.

Descricdo morfologica: Hemilucilia semidiaphana (Rondani, 1850)

Comprimento médio de 7,3 mm e largura do térax (mesotérax) de 3,2 mm. Cabecacom
olhos marrom, fronte reta em vista lateral marrom, corpo marrom amarelado, térax e abdémen
verde amarelado metalico dorsalmente, abdémen na porcdo ventral ao longo da linha mediana
com coloracdo creme, escutelo verde amarelado metélico, caliptra e espiraculos anterior e
posterior amarelados, fileira de cerdas fortes nas margens externas do pronoto, mesonoto,
metanoto e escutelo, mais longas e fortes no metanoto e escutelo, mancha marrom escura ao
longo da metade final da veia R2+3, mais clara na metade final da R4+5 e ao longo da margem
da asa desde R4+5 até CuAl. As manchas das veias ao longo das veias R2+3 e R4+5 se

conectam.
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Diferenciacdo das espécies

Figura 9 - Diferenciacdo das espécies H. segmentaria (a direita) e H. semidiaphana (a
esquerda)

H. segmentaria é maior, mais escura, possuimais cerdas e possuimais manchas nas asas que H. semidiaphana. H.
segmentaria é maior que H. semidiaphana, tanto em comprimento quanto em largura; tem corpo marrom (Fig.A),
térax e abddmen verde escuro ndo metélico (Fig.B), escutelo verde escuro (Fig.C), ventre do abdémen marrom
(Fig.D), calpitra e espirdculos marrom amarelado (Fig.E) enquanto H.semidiaphana temcorpo marrom amarelado
(Fig.G), térax e abddmen verde amarelado metalico (Fig.H), escutelo verde amarelado metélico (Fig.l), ventre do
abdémen creme (Fig.J), calpitra e espiraculos amarelados (Fig.K), ou seja, é mais escuro que H. semidiaphana;
tem fileira de cerdas mais numerosas e mais fortes (Fig.L) que H. semidiaphana;as manchas das veias ao longo
das veias R2+3 e R4+5 se conectam (Fig.F) enquanto em H. semidiaphana ndo se conectam (Fig.M).

Fonte: Dados da pesquisa — acervo pessoal (2024).
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3. JUSTIFICATIVA

O presente estudo foi idealizado no decorrer da experiéncia profissional como
Estomaterapeuta atuante na Comissdo de Curativos do HPS Dr Aristételes Platdo Bezerra de
Aradjo, Manaus-AM. A unidade hospitalar é referéncia na oferta de cuidados da Atencdo
Tercidria a Saude ao paciente com pé diabético complexo. Na oportunidade, foi possivel
identificar as limitacbes dos tratamentos convencionais utilizados em pacientes com lesGes
diabéticas.

O crescimento de desfechos desfavordveis durante o tratamento, como amputacdes de
podos e membros, a dificuldade em adquirir curativos pelas condicdes financeiras precérias,
atrelado ao conhecimento prévio do potencial da terapia larval para desbridamento de tecidos
necrosados e controle de biofilme bacteriano da lesdo, foram as principais motivacGes para
estudar espécies de moscas necr6fagas abundantes em regido amazonica que pudessem ser
utilizadas como opcdo terapéutica diante de um mal progndstico.

Até o presente momento, ndo foram realizados estudos sobre a Terapia Larval no
Amazonas, e ao propor a implantacdo da técnica utilizando espécies de moscas necréfagas na
Amazonia, torna-se relevante para o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico do Estado.
Considerando que as espécies de moscas sao adaptadas as condicbes de umidade e temperatura
caracteristicas ao longo do ano, facilita o seu uso nos experimentos. Sousa, Esposito e Carvalho
Filho (2010) fortalecem este argumento ao relatarem que a diversidade de espécies de dipteros
califorideos encontradas na regido amazonica nos diversos ambientes (clareiras pouco, semi ou
bem recuperadas e floresta preservada) séo abundantes e a obtencdo dessas espécies saprofagas
é relativamente simples, o que viabiliza um estudo na regido amazonica.

Uma vez, que instituida a colénia de moscas e assegurada sua manutencdo em condicdes
de laboratério, sera aplicado primeiramente em modelo animal e posteriormente estudos em
humanos poderdo ser realizados, validando o tratamento de pacientes com pés diabéticos ou
lesbes afins, internados em Hospitais do Estado do Amazonas ou acompanhados em
ambulatérios de feridas.

S6 no municipio de Manaus-AM, mais de 170 mil pacientes ja fizeram
acompanhamento e tratamento de pés diabéticos no Programa ambulatorial “Pé Diabético”,
disponibilizado desde 2014, na Rede Estadual de Satde da Capital (AGENCIA CENARIUM,
2023).

Os pés diabéticos, sdo responsaveis por mais de 80% das feridas em membros inferiores,

constituem um dos principais tipos de lesdes cronicas. A taxa de amputacdo em pés diabéticos
65



sdo 17 a 40 vezes maior do que em pacientes ndo portadores da doencga (Castro et al., 2009).
Estudos revelam que ap6s amputacdo, 50% dos individuos apresentam tempo médio de
sobrevida de trés anos (Brasil, 2005).

Dentre as caracteristicas que afetam ou retardam o processo de cicatrizagdo em lesbes
diabéticas, estd: o biofilme, alta exsudacdo, presenca de tecidos necrdticos e a existéncia de
bactérias resistentes a antibidticos, ocasionando maior numero de casos de amputagcdo
(Pinheiro, 2014).

Nessa perspectiva, avaliar terapias alternativas simples e eficazes, de facil aplicacdo e
de baixo custo, como a larvoterapia € necessaria. Este tratamento é uma estratégia terapéutica
bem documentada, destinada a solucionar problemas clinicos associados com certas alteracGes
moleculares e celulares, que impedem ou retardam a cicatrizacdo das feridas (Sanchez et al.,
2004).

Estudos in vitro demontraram o potencial antimicrobiano, antioxidante, antibiofilme e
cicatrizante das excrecOes/secrecdes (ES) liberadas pelas larvas (Barnes et al., 2010; Hassan et
al., 2016).

O tratamento de feridas com larvas € o Unico em que ocorre a liqguefacdo e remocdo do
tecido necrético com ingestdo simultinea e destruicdo de micro-organismos, evidenciando
aparente aumento da formacdo de tecido de granulacdo. Nenhum outro agente tdpico
proporciona um fornecimento continuo de enzimas ativas desbridantes, enquanto apresenta
potencial antimicrobiano (Churchy, 1999).

Além disso, um estudo realizado no HUOL-RN, ao comparar 0s custos do tratamento
de uma lesdo com aproximadamente 6,0 x 5,0cm, considerando também o periodo que o
paciente permanece com a cobertura, evidenciou que a TL comparada a Kollagenase® e
Hidrogel, mostrou ter o melhor custo beneficio (Pinheiro, 2014).

Comprovadamente, o potencial da larvoterapia para remocao de tecido necrotico é um
fato, ela ainda é mencionada por trazer beneficios ao organismo do hospedeiro, como:
estimulacdo da angiogénese (Tellez et al., 2012); modulacdo da resposta imune: atuando na
funcdo dos fagocitos humanos (Van Der Plas et al., 2009); manutencdo da atividade
antimicrobiana, mesmo com a inibicdo do processo inflamatorio (Van Der Plas et al., 2007);
inibicdo da ativacdo do sistema complemento (Tamura et al., 2017); controle e quebra de
biofilme bacteriano (Jiang et al., 2012), liberacdo de substancias com potencial antimicrobiano,
controle eficaz do exsudato e resolugdo dos processos celulares e bioquimicos que encontram

alterados; excrecdo de enzimas digestivas no leito da lesdo, que favorecem a elevacdo do pH;
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estimulacdo de fibroblastos, células endoteliais e de oxigenacdo do tecido, como consequéncia
da formacdo de tecido de granulacdo (Sanchez et al., 2004), favorecendo, assim, a regenera¢do
das lesoes.

Nesse interim, este projeto de pesquisa justifica-se, por propor a avaliagdo de novas
espécies de dipteras calliphoridae para fins terapéuticos, trazendo uma nova perspectiva para

tratamento de lesbes cutaneas de dificil cicatrizagdo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral:

>

Avaliar se as moscas Hemilucilia segmentaria e Hemilucilia semidiaphana

(Diptera:Calliphoridae) possuem potencial larvoterapico através do reparo tecidual de lesdes

cutaneas de ratos diabéticos.

4.2 Objetivos Especificos:

\4

Capitulo 1: Terapia larval: Implicagcbes imunoldgicas na interacdo parasito-
hospedeiro.

Descrever os efeitos imunomoduladores de larvas e suas excretas no hospedeiro;
Apresentar a agdo antimicrobiana e antibiofilme da terapia larval em lesdes cutaneas;

Discorrer acerca do mecanismo de desbridamento e promocao da cicatrizacdo tecidual.

Capitulo 2: Método de criacdo laboratorial das moscas H. segmentaria (Fabricius,
1805) e H. semidiaphana (Rondani,1850) para fins terapéuticos.

Estabelecer protocolo para criacdo e reproducdo das espécies em condicbes de
laboratdrio;

Determinar o periodo de desenvolvimento dos estagios imaturos (ovo, larva e pupa) e
adulto em condicGes de laboratorio;

Eleger método de desinfeccdo vidvel para os ovos das moscas, considerando agente
desinfectante com maior taxa de eclosdo dos ovos e viabilidade das larvas para uso em

Terapia Larval.

Capitulo 3: Avaliacdo Pré-Clinica do Potencial Larvoterapico de Espécies de
Calliphoridae no reparo tecidual de lesdes diabéticas.

Avaliar 0s aspectos lesionais (tecido presente no leito, bordos, exsudagdo, sinais
flogisticos, sangramento, odor e crostas) diariamente durante o experimento;

Mensurar o tamanho e o grau de contracdo das lesdes cutaneas no (3°, 7° e 14° dia apos
as intervencgdes);

Avaliar a atividade desbridante das larvas de H. segmentaria e H. semidiaphana no

tratamento de lesbes cutaneas de ratos diabéticos;
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> Analisar aevolucdo da cicatrizacdo através da quantificacdo dos achados histologicos:
células polimorfonucleares, células mononucleares, proliferacdo vascular, proliferacao

fibroblastica, colagenizacdo e reepitelizacdo, no 3°, 7° e 14° dia apos as intervencoes;

> Quantificar a presenca de mastdcitos durante as diferentes fases do processo de

cicatrizagdo, com o intuito de compreender sua participacdo na modulacdo da resposta
inflamatoria e na formacdo do tecido cicatricial;
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5. MATERIAIS E METODOS

Este projeto de pesquisa experimental envolve tratamentos para feridas cronicas e foi
desenvolvido nos seguintes locais:

- Biotério Central do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, coordenado pelo
Me. Leonardo Branddo Matos;

- Laboratério de Histologia Funcional, Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade
Federal do Amazonas — UFAM, coordenado pelo Dr. José Fernando Marques Barcellos;

- Laboratério multidisciplinar de Biologia Celular, Instituto de Ciéncias Biologicas,
Universidade Federal do Amazonas— UFAM, coordenado pela Dra. Maria do Carmo Queiroz
Fialho.

- Laboratério de Entomologia Sisteméatica e Urbana Forense- LESUF, Instituto Nacional
de Pesquisa no Amazonas —INPA, coordenado pelo Dr. José Albertino Rafael e sob a
colaboragdo do Dr. Marcelo Cutrim Moreira de Castro.

- Reserva Florestal Adolpho Ducke (AM 010- KM 26, Manaus), Instituto Nacional de

Pesquisa no Amazonas —INPA, sob a colaboracdo do Dr. José Albertino Rafael.

Esta tese foi dividida por capitulos, conforme detalhado abaixo:

Capitulo 1- Intitulado ‘“Terapia Larval: Implicagdes imunologicas na interaGdo
parasito-hospedeiro™, trata-se de uma Revisdo Integrativa da Literatura-RIL que abordou os
efeitos imunomoduladores de larvas e suas excretas no hospedeiro; a agdo antimicrobiana e
antibiofilme da terapia larval e os mecanismos de desbridamento e promocdo da cicatrizagdo
tecidual. Todo o percurso metodologico foi abordado no préprio capitulo.

Capitulo 2- Destinada a avaliacdo do potencial terapéutico das larvas de Hemilucilia
segmentaria e Hemilucilia semidiaphana (Calliphoridae) para tratamento de lesGes cutaneas, a
partir do conhecimento acerca do método de criacdo das espécies em condices de laboratorio,
bem como, a determinacdo do processo de esterilizagdo dos ovos, para viabilizar o uso em
Terapia Larval.

Capitulo 3- Destinada a avaliagdo da atividade desbridante e cicatricial do uso de larvas
no tratamento de lesdes cutaneas em modelo animal diabético, em comparacdo aos tratamentos

convencionais, mediante analise macroscopica e histologica das lesdes.
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Conforme fluxograma apresentado na figura 11.

A sequir, serdo descritos de forma parciallcomplementar o0s procedimentos
metodoldgicos referentes aos capitulos 2 e 3 do estudo, tendo em vista que estes ndo foram
contemplados na se¢do de métodos dos proprios capitulos. Cabe destacar que o capitulo 3, que
se trata de um Ensaio Pré- Clinico Randomizado, foi desenvolvido deacordo com as Diretrizes

Arrive (Animal Research: Reporting of in Vivo Experiments).
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Capitulo 1: Implicacdes
imunolégicas na interacéo
parasito-hospedeiro

i
i
Terapia Larval

I
Hef:{j”cma Capitulo 2 Método de
Sem'@— criacio laboratorial das
Hemilucilia moscas para fins
segmentaria terapéuticos.

—]

Efeitos imunomoduladores de
larvas e
hospedeiro

suas excretas no

Acdo Antimicrobiana e Anti-
Biofilme da Terapia Larval

Mecanismos de Desbridamento e

Capitulo 3 Ensaio pré-
clinico randomizado

—]

Promocgio da Cicatrizagio
Tecidual
Coleta e transporte das moscas I
Separacio e manejo das
especies
Parametros climaticos utilizados
no laboratorio
Manejo dos imaturos (larva e
pupa) ate emersdo dos adultos
Dieta para imaturos e adultos I
Esterilizacdo dos ovos
Avaliacdo macroscopica
histopatologica das lesdes
Inducg&o do diabetes I
I Indugio dalesio cutinea I Quantificagdo de mastécitos

Curativos das lesées

Figura 10 - Fluxograma das etapas metodol6gicas desenvolvidas em cada capitulo.

Fonte: Dados da Pesquisa, 2025
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5.1 MATERIAL E METODOS (CAPITULO 2)
5.1.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo exploratorio descritivo de campo e de laboratorio.

As pesquisas exploratorias tém como propésito proporcionar maior
familiaridade com o problema, com vistas a torna-lo mais explicito ou a construir
hipdteses. Seu planejamento tende a ser bastante flexivel, pois interessa considerar os
mais variados aspectos relativos ao fato ou fendmeno estudado (Gil, 2017, p.32).

As pesquisas descritivas tém como objetivo a descrigdo das caracteristicas
de determinada populacdo ou fen6meno. Podem ser elaboradas também com a
finalidade de identificar possiveis relagfes entre varidveis. S&o em grande namero as
pesquisas que podem ser classificadas como descritivas e a maioria das que séo
realizadas com objetivos profissionais provavelmente se enquadram nesta categoria
(Gil, 2017, p.32).

A Pesquisa de Campo ¢é descrita como aquela realizada no local onde ocorre ou ocorreu
o fendmeno estudado. Ja a Pesquisa Laboratorial, permite a investigacdo em local fechado e
tem como caracteristica a participacdo ativa do pesquisador na conducdo das variaveis a serem
estudadas, controlando o desfecho da pesquisa, além de evitar equivocos, favorecendo maior
confiabilidade dos dados (Fontenelle, 2009).

5.1.2 Populacéo, local e periodo do estudo

As espécies de califorideos Hemilucilia segmentaria e Hemilucilia semidiaphana foram
eleitas para o estudo.

A coleta dos adultos, de ambas as espécies, foi realizada na Reserva Florestal Adolpho
Ducke, do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), localizada na Rodovia AM-
010, Km-26, a leste da Cidade de Manaus- AM.

Considerando as caracteristicas das espécies estudadas e o periodo de adaptacdo dos
métodos para se obter éxito, o estudo iniciou em abril de 2021 e terminou em dezembro de
2024,

5.1.3 Calculo da amostra

Nao foi realizado calculo amostral nesta etapa do estudo. Apds a identificacdo de varias
espécies de califorideos candidatas ao uso para TL, utilizou-se a conveniéncia, considerando o
volume de informacbes que deveriam ser levantadas para subsidiar essa etapa, assim como, 0

critério de originalidade e priorizacdo de espécies abundantes na regido amazbnica, foram entdo
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eleitas apenas duas espécies para o estudo: Hemilucilia segmentaria e Hemilucilia

semidiaphana.

5.1.4 Aspectos éticos

O estudo atendeu a Lei Federal 11.794, de 8 de outubro de 2008, e as demais normas
aplicaveis a utilizacdo de animais para 0 ensino e pesquisa, especialmente as resolucdes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Foi analisado pela
Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais- (CEUA) do Instituto Nacional de Pesquisas do
Amazonas- (INPA), e aprovado sob o Parecer 001/2021 -SEI 01280.000034/2021-09.

5.1.5 Critérios de Inclusao, N&o inclusdo e Excluséo

5.1.5.1 Critérios de Inclusdo
e Espécies de dipteros da familia Calliphoridae;
e Espécies da regido amazonica ou abundantes na regido amazonica;
e Espécies sarcosaprofagas e ou necrofagas;
e Espécies cosmopolitas e ou assinantropicas.
5.1.5.2 Critérios de Nao Incluséo
e Espécies de dipteros que ndo fossem da familia Calliphoridae;
e Espécies de dipteros Calliphoridae com registro de miiase primaria na literatura;
e Espécies de dipteros Calliphoridae que ndo possuem registro na regido amazonica.
5.1.5.3 Critérios de Exclusdo

e Espécies de dipteros Calliphoridae que possuem registro na literatura, do uso

comprovado para TL.

5.1.6 Métodos aplicados
5.1.6.1 Processo de desinfeccdo dos ovos para viabilizar a Terapia Larval

O método de desinfeccdo dos ovos das espécies H. segmentaria e H. semidiaphana foi
adaptado do estudo de Pércio et al. (2017), no qual testou métodos compativeis para a espécie
Chrysomya megacephala. Entre as solugdes esterilizantes avaliadas, estavam hipoclorito de
sodio a 1% (NaClO) e formaldeido a 5%.

Para inicio dos testes, sob uma capela de fluxo laminar, as posturas de ovos foram

extraidas do substrato (carne moida) utilizando uma haste de pléstico usada para inoculagdo. O
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manejo com a haste permitiu que a massa de ovos fosse removida por completo. Osovos foram
colocados sobre um (voil) estéril e com auxilio de luvas e pingcas foi formada uma pequena
trouxa. As trouxas foram utilizadas para imergir a massa de ovos na solugdo e minimizar a
dispersdo durante o processo.

Foram considerados trés grupos experimentais de 50 ovos de cada espécie e 3 beckers
com solugdes para imersdo dos ovos. Os grupos foram:

Grupo Controle AD- Ovos imersos em agua destilada estéril por 3(trés) minutos, seguido de
mais duas lavagens em agua destilada estéril por 2 (dois) minutos em cada recipiente.
Grupo (NaClO) 1%- Ovos imersos em hipoclorito de sodio a 1% por 3 (trés) minutos, seguido
de duas lavagens em agua destilada por 2 (dois) minutos em cada recipiente.

Grupo Formaldeido 5%- Ovos imersos em formaldeido a 5% por 3(trés) minutos, seguido de
duas lavagens em agua destilada por 2 (dois) minutos em cada recipiente.

Para cada teste proposto foram preparadas trés réplicas. Buscando confirmar a
esterilizacdo dos ovos e viabilidade das larvas, uma aliquota de 100pL foram retiradas da Ultima
“solugdo de enxague” oriundas de cada grupo e com auxilio de swab, as amostras foram
semeadas em placas de Petri contendo meio de cultivo seletivos de uso exclusivo para
crescimento de microorganismos, como: Brain Heart Infusion Agar (BHI), Sabouraud dextrose
agar (SDA) e Agar Nutriente (AN) (figura 11). As placas foram avaliadas a cada 24 horas por
um periodo de 7 dias com temperatura de 37°C, em uma estufa BOD (Biochemical Oxygen

Demand).

::./' Eﬂ]

Controle (agua destilada)

Hipoclorito a 1%

Formaldeido a 5%

Figura 11 - Controle microbiolégico do processo de desinfec¢do dos ovos das moscas
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Fonte: Dados da pesquisa, 2024

Ap0s o processo de imersdo dos ovos, as trouxas foram desfeitas e acondicionadas em
potes de coleta estéril contendo meio Agar Nutriente. Nas tampas rosqueéaveis foram realizados
microfuros com agulhas estéreis para permitir o aporte de oxigénio (figura 12 A/B). Os potes
foram mantidos sob a temperatura de 27 a 29° C e aproximadamente 14 a 16 horas depois,
ocorreram a ecloséo das larvas.

Figura 12 - A:Recipiente utilizado para acondicionar os ovos desinfectados; B:Microfuros
realizados nas tampas rosqueaveis.
Fonte: Dados da Pesquisa, 2024

Para garantir que o processo de obtencdo de larvas estéreis para fins terapéuticos fosse
exitoso, dez larvas de cada espécie foram maceradas em 1000pL de &gua destilada estéril. Deste
macerado, em triplicata, aliquotas de 100uL foram novamente semeadas em BHI, agar nutriente
e SDA, sendo mantidas até 7 dias com temperatura de 37°C em estufa BOD para confirmar a
auséncia de crescimento microbioldgico.

5.1.7 LimitacBes do estudo

A auséncia de estudos que avaliaram as espécies H. segmentaria e H. semidiaphana
para Terapia Larval, dificultou aadaptacdo das espécies as condicGes de laboratdrio. A falta de
informacdes demandou maior periodo na determinacdo dos métodos exitosos para criagdo das
espécies em laboratério e limitou o processo de escolha e aperfeicoamento dos métodos

aplicados, uma vez que ndo foi possivel realizar comparagoes.

5.1.8 Processamento, analise e apresentacao dos resultados

Na descricdo dos métodos aplicados para criacdo das espécies em condicbes de

laboratério, utilizou-se registro diario manual de todas as intervencGes realizadas e
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comportamentos observados, além de registros fotograficos com codigo de identificagdo
estabelecidos pela equipe de pesquisa. Os registros foram cruciais para se estabelecer
comunicagdo entre 0s membros da equipe que participaram ativamente desta fase, minimizando
erros humanos na reproducdo dos métodos e para buscar respostas diante das falhas.

Para determinacdo do periodo de desenvolvimento dos estagios imaturos (ovo, larva e
pupa) e adulto em condicBes de laboratdrio, foi realizado acompanhamento rigoroso das fases
de desenvolvimento, através da filmagem do processo, associado a identificacdo dos imaturos
pelas caracteristicas morfologicas descritas por Thyssen (2005) e compilacdo dos dados em
planilhas criadas pela equipe de pesquisa. Desse modo, foi possivel determinar o tempo médio
em horas, do periodo de desenvolvimento de cada fase das espécies.

Para eleicdo do método de desinfeccdo dos ovos das espécies do estudo, foi realizado
levantamento na literatura que trouxesse resultados exitosos acerca de agentes desinfectantes
utilizados para viabilizar as larvas de outras espécies a TL. Foram testadas entdo, as solucl es
mais utilizadas com essa finalidade e que apresentavam bom custo beneficio.

Nao foi aplicada analise estatistica desta etapa do estudo, contudo, todo o experimento
foi controlado pela pesquisadora e seus colaboradores, garantindo replicabilidade dos métodos
e resultados encontrados.

5.2 MATERIAL E METODOS (CAPITULO 3)
5.2.1 Tipo de estudo

Trata-se de um ensaio pré-clinico randomizado. Caracteriza-se como estudos pré-
clinicos aqueles que utilizam organismos-modelo (in vitro, in silico, ex vivo e ou in vivo)
definidos como espécies ndo humanas, extensivamente estudadas com o objetivo de
compreender uma gama de fendmenos biologicos, com a esperanca de que os dados, modelos
e teorias gerados serdo aplicaveis a outros organismos, particularmente aqueles que sdo de
muitos modos mais complexos do que o original (Leonelli; Ankeny, 2013)

O delineamento experimental foi necessario para avaliar a aplicabilidade da Terapia
Larval e comparar sua eficAcia com outros tratamentos. A experimentacdo animal viabilizara a
pratica clinica em seres humanos.

Desse modo, é possivel determinar um objeto de estudo, selecionar variaveis capazes
de influencid-lo, aplicar diferentes intervencfes que lhes séo alocadas aleatoriamente, definir
as formas de controle e de observacdo dos efeitos que cada variavel produz no objeto (OPAS;

OMS; BIREME, 2018).
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5.2.2 Populacéo, local e periodo do estudo

Foram utilizados como modelo animal, ratos albinos machos da espécie Rattus
norvegicus, da linhagem Wistar, com 10 semanas de vida, pesando aproximadamente 200 a
2509. A escolha desse espécime se da pelo pequeno porte, curto ciclo bioldgico, baixo custo de
criacdo e grande similaridade genética aos humanos (Mattaraia Moura, 2012).

Os animais foram disponibilizados pelo Biotério Central do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia -INPA e toda manipulacdo dos animais aconteceu nas dependéncias do

mesmo. A experimentacdo animal durou de novembro de 2024 a abril de 2025.

5.2.3 Calculo da amostra

Foram utilizados 60 ratos ao todo. Cada grupo, incluindo os controles, contaram com
15 espécimes cada um. Os grupos, por sua vez, foram divididos aleatoriamente em trés
subgrupos de acordo com o periodo de observacdo (3°, 7° e 14° dia apds intervencdo), com 5
animais em cada subgrupo. Para determinar o tamanho amostral ndo foi realizado célculo de
poder estatistico, determinou-se a amostra partindo do principio de que o estudo em questdo,
por se tratar de uma investigacdo inédita, ou seja, as larvas das espécies de dipteros que serdo
utilizadas ainda ndo foram investigadas neste modelo experimental. Portanto, utilizamos dados
do estudo de Nitsche (2010) para avaliar a atividade desbridante e cicatricial do uso de larvas
observadas no tratamento de feridas de ratos da linhagem Wistar. O estudo foi conduzido com
15 animais por grupos, com 3 subgrupos compostos por 4, 5 e 6 animais respectivamente. Com
base nestes dados e considerando a semelhanca com os objetivos deste estudo, adotou-se o

quantitativo de 5 animais por cada subgrupo (Madden et al., 2012).

5.2.4 Aspectos éticos

O estudo atendeu a Lei Federal 11.794, de 8 de outubro de 2008, e as demais normas
aplicaveis a utilizacdo de animais para 0 ensino e pesquisa, especialmente as resolucdes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Foi analisado pela
Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais- (CEUA) do Instituto Nacional de Pesquisas do
Amazonas- (INPA), e aprovado sob o Parecer 001/2021 -SEI 01280.000034/2021-09.
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5.2.5 Critérios de Inclusdo, N&o inclusdo e Excluséo

5.2.5.1 Critérios de Incluséo

e Foram incluidos, ratos albinos da espécie Rattus norvegicus da linhagem Wistar, de
ambos 0s sexos, pesando entre 200 a 250g, com 10 semanas de vida, provindos do Biotério
Central do INPA, ambientados e livres de patdgenos.
5.2.5.2 Critérios de Nao Incluséo

e Ratos que apresentaram comportamento agressivo/incompativel com o protocolo
experimental ou ratos que apresentaram sinais e sintomas (antes da experimentacdo) de

adoecimento.
5.2.5.3 Critérios de Exclusao

e Foram excluidos, ratos que ndo alcangaram o peso alvo.

5.2.6 Métodos a serem aplicados

5.2.6.1 Alocagdo e alimentagdo dos animais

Os animais foram mantidos em gaiolas plésticas forradas com maravalha. A maravalha
minimiza o contato com o solo, fezes e urina, evitando o acarretamento de doencas. As gaiolas
foram trocadas semanalmente para manutencdo da higiene dos animais. Todos os animais foram
alimentados com agua e ragdo para roedores ad libitum e mantidos com ciclo de luz/escuridéo
a cada 12 horas, temperatura constante de 22°C e umidade relativa de 55% durante todo

experimento.

5.2.6.2 Grupos do experimento

Os ratos foram induzidos ao diabetes mellitus tipo 1 e posteriormente lesdes cutaneas
foram produzidas no dorso dos animais. Grupos experimentais para tratamento das lesdes foram

determinados e descritos a seguir:

Grupo 1: Terapia Larval com espécie H. semidiaphana (Grupo TL- H. semidiaphana)- 15

animais induzidos a diabetes mellitus e a leséo, tratamento com larvas de H. semidiaphana;

Grupo 2: Terapia Larval com espécie H. segmentaria (Grupo TL- H. segmentaria)- 15

animais induzidos a diabetes mellitus e a leséo, tratamento com larvas de H. segmentaria;
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Grupo 3: Controle positivo (Grupo Colagenase)- 15 animais induzidos a diabetes mellitus e

a lesdo, tratamento com pomada debridante Colagenase;

Grupo 4: Controle negativo (Grupo Solugéo salina 0,9%b )- 15 animais induzidos a diabetes

mellitus e a lesdo, sem tratamento, apenas irrigacdo da lesdo com solugdo salina.

5.2.6.3 Randomizacdo e Cegamento

Para separacdo dos grupos foi utilizada a estratégia de randomizacdo em blocos, a
aleatoriedade foi obtida através de numeros gerados usando a funcdo padrdo = RAND no
Microsoft Excel.

Para estratégia de cegamento e ocultacdo, foram considerados quatro investigadores
diferentes, que estiveram envolvidos da seguinte forma: o primeiro investigador foi responsavel
pela alocacdo dos animais nos respectivos grupos com base na tabela de randomizacdo. O
segundo investigador foi responsavel pelo procedimento de inducdo de diabetes e da lesdo. O
terceiro investigador aplicou o tratamento correspondente a cada grupo do estudo, ele também
foi o responsavel pelo registro fotografico, mensuracdo, avaliagdo macroscopica das lesbes e
coleta de tecido para analise histopatoldgica. Este investigador foi a Unica pessoa ciente da
alocacdo dos grupos focais. Por fim, um quarto investigador realizou a andlise das pecas
histologicas e a avaliacdo final dos registros macroscépicos obtidos. Os dados foram

confrontados com a literatura para subsidiar conclusdes fidedignas.
5.2.6.4 Indugdo do DM

Apos a liberacdo dos animais para o estudo, foram acompanhados por uma semana para
adaptacdo de ambiente e ganho de peso. Os animais foram divididos em 20 gaiolas contendo 3
animais em cada, ou seja, cada grupo foi composto por 5 gaiolas, que foram etiquetadas para
evitar possiveis confusdes. Essa estratificacdo foi realizada para manter o ambiente de cativeiro
menos estressante para o animal e menos competitivo para alimentagdo. Os ratos permaneceram
por 2 ou 3 semanas até atingirem o peso alvo de 200 a 250 gramas.

Ao ser constatado o peso ideal para inicio do experimento, os animais foram submetidos
ao protocolo de dieta para indu¢cdo do DM, no qual foram tratados durante 1 (uma) semana com
dieta hiper glicosada alternando com dieta padréo para roedores, conforme esquema da figura
13.
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8°DIA
4° DIA O . )
Agua + Racao
Agua + Ragao
2°DIA 7° DIA
Dieta Hiper glicosada . O Dieta Hiper glicosada
+ Racao 50% + Racao
3°DIA 5° DIA 6° DIA
1° DIA e , o . ; i
Dieta Hiper glicosada  Dieta Hiper glicosada Agua + Racéo
Dieta Hiper glicosada + Racao 50% + Racao

Figura 13 - Protocolo de dieta para indu¢cdo do DM

Dieta Hiper glicosada =25 g de suco em p6 +500g de acucar para cada 2L de 4gua
Dieta Hiper glicosada 50%= 12,59 de suco em p6 + 250g de agucar para cada 2L de 4gua

Fonte: Figuerédo et al., (2023)
As solucbes hiper glicosadas foram preparadas todos os dias para evitar a fermentagao
e a rejeicdo do animal a dieta. A inducdo do DM foi realizada no oitavo dia da dieta, onde
receberam a aplicacdo de Estreptozotocina (Sigma® S-130) na dose Unica de 60 mg/kg de peso
corporal, diluido em tampéo citrato (0,1M pH 4,5) (Masiero, 2015).

Para aplicagdo da droga ndo foi realizada sedacdo, os animais foram contidos pela

cabeca e pelas patas e 0 abddmen exposto pelo pesquisador auxiliar. Foi utilizada seringa de

Iml e agulha 13 x 4,5 mm na administracdo da droga intraperitoneal (IP), conforme a figura
14,




Figura 14 - Aplicacéo do indutor diabetogénico (Estreptozotocina) via IP
Fonte: Figuerédo et al., (2023)

Apos 7 dias dainducdo do DM, o nivel glicémico foi aferido por obtencdo de sangue da
veia caudal dos ratos e analisada com o glicosimetro Accu-Chek Guide (Roche®). Os animais
com niveis de glicose maior ou igual a (>=200 mg/dL) foram considerados diabéticos (Ferreira;
Nicolau, 2011). Durante o periodo de indugdo, a agua oferecida aos ratos foi substituida por
soro fisiolégico a 0,9%, para minimizar a desidratacdo ocasionada pela polidria e

consequentemente a morte dos animais.
5.2.6.5 Indugdo da lesdo cutanea

Ao se constatar o diabetes, foi realizada a inducdo das lesdes. Inicialmente os animais
foram anestesiados/analgesiados utilizando Cetamina (75mg/kg) e Xilazina (10mg/kg) via
intraperitoneal e na sequéncia, a area que receberia a lesdo foi higienizada com sabonete
antisséptico com PHMB (Pielsana®) e tricotomizada com uso de aparelho ektrico.

As lesbes foram produzidas a partir da administracdo de 0,2 ml de solugdo na proporgao
de 1:4 de acido cloridrico e agua destilada, porvia subcutanea ndo transfixante (Masiero, 2015;
Figuerédo et al., 2023)- figura 15. A administracdo da solucdo causou lesdo semelhante a
queimadura. Apoés 48 horas depois da indugdo da leséo, iniciaram as abordagens de curativos

especificos para cada grupo experimental.

Figura 15 - Inducdo da lesdo com administragdo da solucao via subcutanea
Fonte: Dados da Pesquisa, 2024.
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5.2.6.6 Hipdteses

Pergunta relacionada ao capitulo 3 do estudo: O uso de larvas das espécies
Hemilucilia segmentaria e Hemilucilia semidiaphana (Diptera:Calliphoridae) para tratamento
de lesbes cutdneas diabéticas, proporciona desbridamento® apenas de tecido desvitalizado e
acelera a atividade cicatricial® dos tecidos em comparagcdo a tratamento desbridante

convencional?

HO(@)- O uso de larvas das espécies Hemilucilia segmentaria e Hemilucilia
semidiaphana (Diptera:Calliphoridae) para tratamento de lesGes cutdneas diabéticas, ndo
proporciona desbridamento apenas de tecido desvitalizado, ocasionando miiase obrigatéria no

hospedeiro.

HO(b)- O wuso de larvas das espécies Hemilucilia segmentaria e Hemilucilia
semidiaphana (Diptera:Calliphoridae) para tratamento de lesbes cutdneas diabéticas, ndo
acelera a atividade cicatricial dos tecidos em comparacdo a tratamento desbridante

convencional.

H1l(@)- O uso de larvas das espécies Hemilucilia segmentaria e Hemilucilia
semidiaphana (Diptera:Calliphoridae) para tratamento de lesBes cutaneas diabéticas,
proporciona desbridamento apenas de tecido desvitalizado, confirmando miiase facultativa no

hospedeiro.

H1l(b)- O uso de larvas das espécies Hemilucilia segmentaria e Hemilucilia
semidiaphana (Diptera:Calliphoridae) para tratamento de lesdes cutaneas diabéticas, acelera a

atividade cicatricial dos tecidos em comparacgdo a tratamento desbridante convencional.
5.2.7 LimitacGes do estudo

Estudos realizados com animais em laboratério, ou seja, em ambiente que permita
controlar as variaveis, reduz o grau de subjetividade na afericdo dos dados. Deve-se ter cautela
com a expectativa de obter o mesmo resultado para seres humanos, uma vez que se trata de

experimentos realizados em outras espécies que ndo a humana, ainda que similares.
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5.2.8 Plano Analitico dos dados

As analises estatisticas foram realizadas no programa R versdo 4.4.1. Os resultados de
area e contracdo das feridas foram expressos em média + desvio padrdo, submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e ao teste post-hoc de Tukey. As varidveis de avaliacdo histologica
foram analisadas pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney e a analise inter-grupo foi
realizada pelo teste ndo- paramétrico de Kruskal-Wallis. Foram considerados significativos os

valores comparados ao nivel de 5% de significdncia, onde p < 0,05.
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6. CAPITULO 1

Terapia larval: implicacbes imunologicas na interacdo parasito-hospedeiro
Larval therapy: immunological implications in host-parasite interaction
Terapia larval: implicaciones inmunoldgicas en la interaccion huésped-parésito

Heitor Afonso Oliveiral, Priscila Gongalves Jacinto!, Jonatas de Sousa Queiroz!, José Fernando
Marques Barcellos!, Maria do Carmo Queiroz Fialho!, Bruno Bezerra Jensen.

RESUMO

Objetivo: Identificar as implicacbes imunoldgicas do hospedeiro decorrentes da utilizacdo da terapia
larval (TL) no tratamento de feridas cronicas, bem como analisar seu potencial antimicrobiano.
Métodos: Trata-se de uma Revisdo Integrativa, com busca nas bases de dados LILACS, BDENF e
MEDLINE, utilizando o0s seguintes descritores: Terapia de Desbridamento Larval, Imunidade;
Ferimentos e Lesdes, nas linguas inglés e portugués, sejam revisdes ou experimentais in vitro ou in vivo.
Resultados: Foram selecionados 16 artigos. Os estudos evidenciam uma ampla agdo imunomoduladora
da TL, favorecendo a angiogénese, o reparo tecidual e a resolucdo do processo inflamatério. Dentre os
principais efeitos, destacam-se a reducdo da atividade neutrofilica; o aumento de diferenciacdo de
macrofagos M2 e linfécitos Treg; inibicdo do sistema complemento, entre outros. No que tange ao
potencial antimicrobiano, as larvas secretam substdncias como quimiotripicinas, lusifensinas e
glicosidades, capazes de combater biofilmes e bactérias, especialmente gram-positivas. Consideracdes
finais: Os estudos analisados indicam que a TL é um processo bioldgico complexo, havendo a
necessidade de elucidar com maior precisdo as moléculas bioativas e seus mecanismos de agdo, a fim de
ampliar e qualificar seu uso terapéutico.

Palavras-chave: Terapia de desbridamento larval, Imunidade, Ferimentos e lesGes.

ABSTRACT
Objective: To identify the host immunological implications caused by the use of larval therapy (LT) in
the treatment of chronic wounds, in addition to unraveling its antimicrobial potential. Methods: The
research is an Integrative Review, with search in the LILACS, BDENF and MEDLINE databases, using
the following descriptors: Larval Debridement Therapy; Immunity; Wounds and Injuries, in English and
Portuguese, whether reviews or in vitro or in vivo experiments. Results: 16 articles were included. The
articles demonstrate a broad immunomodulatory action of LT in favor of angiogenesis, tissue repair and

inflammatory resolution, highlighting actions of reduction of neutrophil activity; increase in
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differentiation of M2 macrophages and Treg lymphocytes; deactivation of the complement system,
among others. Regarding the antimicrobial potential, the larvae secrete substances (chymotrypicins,
lusifensins, glycosylates) capable of combating biofilms and bacteria, especially Gram-positive bacteria.
Conclusion: The studies analyzed demonstrate that LT is a complex process, and there is a need to
elucidate more precisely the bioactive molecules and their mechanisms of action, in order to understand
and expand the therapeutic use.

Keywords: Larval debridement therapy, Immunity, Wounds and injurie.

RESUMEN

Objetivo: Identificar las implicaciones inmunoldgicas del huésped causadas por el uso de la terapia
larval (TL) en el tratamiento de heridas cronicas, ademés de desentrafiar su potencial antimicrobiano.
Métodos: La investigacion es una Revision Integrativa, con una busqueda en las bases de datos LILACS,
BDENF y MEDLINE, utilizando los siguientes descriptores: Terapia de Desbridamiento Larval;
Inmunidad; Heridas y Lesiones, en inglés y portugués, ya sean revisiones o experimentos in vitro o in
vivo. Resultados: Se incluyeron 16 articulos. Los articulos demuestran una amplia accién
inmunomoduladora de TL a favor de la angiogénesis, la reparacién tisular y la resolucion inflamatoria,
destacando acciones de reduccién de la actividad de los neutrofilos; aumento en la diferenciacion de
macrofagos M2y linfocitos Treg; desactivacidn del sistema del complemento, entre otros. En cuanto al
potencial antimicrobiano, las larvas secretan sustancias (quimotripcinas, lusifensinas, glicosilatos)
capaces de combatir biopeliculas y bacterias, especialmente bacterias Gram-positivas. Consideraciones
finales: Los estudios analizados demuestran que la TL es un proceso complejo, y existe la necesidad de
dilucidar con mayor precision las moléculas bioactivas y sus mecanismos de accién, para comprender y
ampliar el uso terapéutico.

Palabras clave: Terapia de desbridamiento larval, Inmunidad, Heridas y lesiones.

1 Universidade Federal do Amazonas (UFAM), Manaus — AM.
2 Instituto Nacional de Pesquisas da Amaz6nia (INPA), Manaus — AM
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INTRODUCAO

Simmons (1935) foi o primeiro a registrar substancias com potente a¢do antimicrobiana nas
secre¢des das larvas, incluindo alantoina, ureia, fenilacetaldeido, carbonato de calcio e enzimas
proteoliticas. ExcrecGes obtidas de larvas ndo estéreis de Lucilia sericata demonstraram atividade
antimicrobiana significativa contra bactérias piogénicas, sendo capazes de elimind-las em um intervalo
de cinco adez minutos apos exposicao. A Terapia Larval (TL) consiste na aplicacdo de larvas de moscas
necrofagas, selecionadas com base na disponibilidade local. Essas larvas sdo obtidas a partir de coleta
de ovos diretamente na natureza, os quais sdo desinfectados em laboratério antes da eclosdo, para
posterior aplicacdo sobre a lesdo. Esse processo tem a finalidade da promocdo da cicatrizagdo por meio
do desbridamento biolégico (NITSCHE MJT, 2010; MASIERO FS, 2019; THYSSEN PJ, etal., 2021).

Os beneficios da larvoterapia ultrapassam os efeitos visiveis macroscopicamente. Estudos
apontam acfes como estimulagdo da angiogénese; modulagdo da resposta imune (com atuando sobre a
funcdo de fagocitos); manutencdo da atividade antimicrobiana mesmo em contexto de inibi¢cdo
inflamatdria; inibicdo da ativacdo do sistema complemento; controle e degradacdo de biofilmes
bacterianos, excrecdo de substancias com efeito antimicrobiano, controle eficaz do exsudato e resolugcéo
dos processos celulares e bioquimicos alterados. Além disso, as larvas secretam enzimas digestivas que
elevam o pH local, estimulam fibroblastos, células endoteliais e promovem maior oxigenacdo tecidual,
favorecendo aformacédo de tecido de granulagcdo e, consequentemente, a regeneracdo dalesdo (TELLEZ
G, etal, 2012; VAN DER PLAS MJA, et al., 2007; VAN DER PLAS MJA, et al.,, 2009; TAMURA T,
et al, 2017; JIANG KC, etal., 2012).

O movimento das larvas no leito da lesdo estimula a producdo de exsudato seroso, que por sua
vez ativa macrofagos, induzindo a cicatrizacdo e secrecdo de fatores de crescimento (MARCONDES
CB, 2006). Entre os diversos beneficios das secrecbes larvais, destacam-se ainda as propriedades
bactericidas e bacteriostaticas, especialmente contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa,
bem como a capacidade de controle de biofilmes bacterianos, devido a presenca de defensinas
(MASIERO FS, 2019).

Estudos revelaram que fatores antimicrobianos de baixo peso molecular (<1 kDa), presentes nas
secrecOes de larvas medicinais, sdo eficazes contra bactérias Gram-positivas, como Streptococcus
pyogenes e Staphylococcus aureus, incluindo cepas sensiveis e resistentes a meticilina (Kerridge et al.,
2005). Bactérias que ndo sdo eliminadas diretamente pelas secrecBes podem ser ingeridas pelas larvas,
sendo destruidas em seu interior (MUMCUOGLU KY, et al., 2001).

Van Der Plas MJA, etal. (2007) evidenciaram que o0s neutrofilos aumentam o dano ao tecido em
vez de contribuir para a cura de feridas cronicas e que os efeitos benéficos das larvas, estdo associados
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em parte, com a inibicdo de mdltiplas respostas pro-inflamatorias de neutréfilos ativados por ES. As
secrecOes agem a jusante da ativacdo da proteina quinase C mediada pela fosfolipase C. Em
concordancia, ES inibem as atividades funcionais dos neutrofilos ativados por PMA; induzem um
aumento na concentracdo intracelular de cAMP em neutrofilos e ativadores farmacologicos de
mecanismos dependentes de CAMP imitaram seus efeitos inibitorios em neutréfilos.

Tamura T, et al. (2017) observaram que as ES das larvas de L. sericata inibem a ativagdo do
sistema complemento, reduzindo a inflamacdo exacerbada. Essa atividade anti-complemento se d& por
meio da degradacdo de proteinas envolvidas em todas as etapas das trés vias de ativacdo do
complemento, mediada por serinas proteases termo-sensiveis presentes nas secrecdes. Componentes
inflamatorios chave como C3a e C5a foram inativados apos pré-tratamento com ES, o que bloqueou sua
capacidade de ativar neutréfilos humanos, sem comprometer a atividade antimicrobiana da secrecao.

Diante dos beneficios registrados, torna-se imprescindivel aprofundar o conhecimento sobre os
mecanismos imunolégicos envolvidos na Terapia Larval, de modo a respaldar sua aplicacdo clinica
como primeira linha terapéutica em feridas cronicas. Assim, esta revisdo tem como objetivo identificar
as principais implicacdes imunoldgicas da TL no hospedeiro, por meio da analise de estudos de revisao

e experimentais (in vitro e in vivo) que investiguem seus efeitos imunomoduladores e antimicrobianos.

METODOS

Este estudo € uma Revisdo Integrativa da Literatura, com abordagem quali-quantitativa,
estruturada com base na ferramenta PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta- Analyses) (PAGE MJ, et al, 2021), a partr da seguinte pergunta: “Quais as implicagdes
imunoldgicas do hospedeiro ocasionadas pela terapia larval no tratamento de feridas cronicas?”. A
estratégia de busca foi definida através de termos retirados do Medical Subject Headings (MeSH), para
termos em inglés, e Descritores em Ciéncias da Salde (DeCS), para termos em portugués, associados
aos operadores booleanos “AND” e “OR”. Foram retirados 6 termos principais € seus respectivos
sinbnimos: 1 - Terapia de Desbridamento Larval, 2 - Imunidade e 3 - Ferimentos e Lesdes, retirados do
DeCS e 4 - Maggot Debridement Therapy, 5 - Immunity e 6 - Wounds and injuries, retirados do MeSH.

A busca ocorreu nas bases de dados Literatura Laino-Americana em Ciéncias da Saude
(LILACS), Bases de Dados da Enfermagem (BDENF) e Medical Literature Analysis and Retrieval
System Online (MEDLINE), por meio da Biblioteca Virtual em Saude (BVS), e PUBMED. Critérios de
inclusdo: textos disponiveis eletronicamente na integra, nos idiomas portugués e inglés, estudos de

revisdo, pré-clinicos com pesquisa in vitro e i vivo. Critérios de exclusdo: artigos indexados
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repetidamente; artigos que ndo respondem a questdo da pesquisa; artigos com indisponibilidade de
acesso.

A selecdo dos estudos se deu em trés etapas: 1. Leitura do titulo e do resumo de cada artigo,
mediante a adequacdo dos critérios de inclusdo. 2. Aplicacdo dos critérios de exclusdo, com auxilio da
plataforma Rayyan, que reconhecia titulos e resumos duplicados. 3. Os artigos selecionados foram
classificados em diferentes categorias de avaliacdo, a partir da leitura analitica e critica. A pesquisa foi
realizada no Laboratério de Histologia Funcional, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apobs a busca nas bases de dados, foram localizados 24 artigos que atendiam aos critérios de
selecdo. Desses, 8 artigos duplicados foram excluidos, embora todos estivessem relacionados a pergunta-
chave. Assim, os 16 artigos restantes foram triados e incluidos na revisdo, conforme demonstrado na

Figura 1.
Figura 1 - Fluxograma do processo de selecédo dos artigos para revisao integrativa

24 estudos identificados a partir
dos critérios de incluséo

8 estudos identificados em
duplicidade

16 estudos triados para
aplicagao dos critérios de
inclusao e de exclusao

Nenhum estudo elegivel para
exclusao

16 estudos incluidos

Fonte: Oliveira HA, et al., 2025.

Os artigos analisados discutem as propriedades imunoldgicas da terapia larval (TL), com base
nas excrecOes e secrecbes (ES) de dipteros da familia Calliphoridae, principalmente da espécie Lucilia
sericata, principal referéncia na aplicacdo clinica da TL. A discussdo abrange amplamente as
propriedades imunomoduladoras da TL sobre os componentes da imunidade inata e adaptativa, tanto
celulares quanto ndo celulares, além de suas caracteristicas antimicrobianas. Dos 16 incluidos, 14 sdo

estudos experimentais e 2 sdo revisoes.
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1. ImplicagBes imunoldgicas da terapia larval na resposta do hospedeiro

A TL interfere ativamente com o sistema imunoldgico do hospedeiro, modulando tanto a

imunidade inata quanto a adaptativa para criar um microambiente propicio a cicatrizagao.

1.1 Modulagdo de células imunes inatas: neutréfilos e mondcitos/macréfagos

As Excrecdes/Secrecdes (ES) larvais exercem efeitos imunomoduladores notaveis sobre as
celulas da linha de frente da resposta imune. Pecivova J, et al. (2008) investigaram o efeito do extrato
de glandulas salivares (SGE) de larvas de Lucilia sericata em neutrofilos humanos. Utilizando ensaios
de quimioluminescéncia em sangue total, medicdo da geracdo de superdxido (pela reducdo do citocromo
C) e liberagdo de mieloperoxidase (MPO) (pela oxidacdo da o-dianisidina) apos estimulacdo com
zimosano opsonizado, 0s autores demonstraram que 0 SGE, na maior concentracdo testada, diminuiu
significativamente todas essas respostas pro-inflamatorias dos neutréfilos. E importante notar que o SGE
ndo afetou neutrofilos ndo estimulados nem a atividade de enzimas isoladas, sugerindo uma modulagéo
da resposta celular ativada, e ndo uma interferéncia basal ou enzimatica direta. Este achado corrobora a
ideia de que a TL pode mitigar o dano tecidual excessivo mediado por neutrofilos em feridas cronicas.

No que tange aos monocitos e macrofagos, Dauros SP, et al. (2017), ao analisarem as respostas
transcricionais de diferentes tipos celulares (queratindcitos, células endoteliais, fibroblastos e mondcitos
THP-1) as ES de L. sericata utilizando microarranjos Affymetrix, observaram que 0s mondcitos THP-1
exibiram a resposta transcricional mais robusta. As vias enriquecidas nestas células estavam
predommnantemente ligadas a resposta imune e inflamatéria. Este estudo também citou trabalhos
anteriores que indicam que as ES podem direcionar a diferenciagdo de mondcitos para macrofagos do
tipo M2, associados a resolugdo da inflamagdo e ao reparo tecidual. Foi citado por Giirel T e Umur S
(2024) que as ES inibem a producdo de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-12p40) por mondcitos,
enquanto aumentam a IL-10 anti-inflamatoria e alteram perfis de quimiocinas (redugdo de MIP-1p,

aumento de MCP-1 e IL-8), sem comprometer a capacidade fagocitica contra S. aureus.

90

REAS | Vol. 25(9) | DOI: https//doi.org/10.25248/REAS.e21297.2025 Pagina 6 de



4 acervo+ Revista Eletronica Acervo Salde | ISSN 2178-
" index base 2091

1.2 Impacto no sistema complemento

O sistema complemento, um componente crucial da imunidade inata, também é
significativamente modulado pela TL. Cazander G, et al. (2012) investigaram o efeito das ES
de L. sericata na ativacdo do complemento (AC) em soro humano. Utilizando imunoensaios
enzimaticos (Wieslab) para as vias classica (ativador: IgM humana), alternativa (ativador:
lipopolissacarideo) e das lectinas ligantes de manose (MBL) (ativador: manana), e confirmando
com o ensaio de atividade hemolitica total classica (CH50), os pesquisadores demonstraram
gue as ES reduziram a AC em até 99,9% através de todas as vias. As ES promoveram a quebra
das proteinas C3 e C4 de forma independente de cations, um mecanismo distinto da ativacdo
fisiologica do complemento. Notavelmente, o efeito redutor da AC pelas ES foi tolerante a
temperatura, sendo até potencializado pelo aquecimento, e dependente de um componente
proteico, pois a degradacdo de proteinas nas ES diminuiu parcialmente sua capacidade de
reduzir a AC. Estes efeitos foram observados tanto em soro de individuos saudaveis quanto em

soro poOs-operatdrio de pacientes traumatizados, indicando relevancia clinica.

1.3 Influéncia na imunidade adaptativa e rede de citocinas

A TL também influencia aimunidade adaptativa, particularmente promovendo um perfil
anti-inflamatorio e regulatério. Zhang J, et al. (2022) estudaram o impacto da Terapia de
Desbridamento por Larvas (MDT) em Ulceras de pé diabético (UPD), focando nas células T
reguladoras (Tregs). Por meio de imuno-histoquimica e RT-PCR em tecidos de pacientes com
UPD tratados ou ndo com MDT, e co-cultura in vitro de células esplénicas de camundongos
com ES de larvas, eles observaram um aumento acentuado na expressao do fator de transcricdo
Foxp3 (marcador de Tregs) em pacientes tratados com MDT. Adicionalmente, os niveis de
expressdo génica de Foxp3, da citocina anti-inflamatoria interleucina-10 (IL-10), do fator de
crescimento transformador beta (TGF-B) e do fator regulador de interferdo 4 (IRF-4) foram
significativamente mais elevados nos pacientes submetidos & MDT. Os resultados in vitro
corroboraram esses achados, sugerindo que a MDT/ES promovem a expansdo ou funcdo das
Tregs, 0 que pode contribuir para a resolucdo da inflamacgéo e cicatrizagdo das UPD.

Dauros SP, et al. (2017) também identificaram que genes de citocinas e quimiocinas
como IL-8, CXCL10, C3, CCL8 e CFB foram modulados. Um achado interessante foi que as

ES foram consideravelmente menos potentes em desencadear a secre¢do de IL-8 por
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fibroblastos em comparacdo com lipopolissacarideo bacteriano (LPS) em quantidades
equivalentes as encontradas nas ES. Além disso, o co-tratamento com LPS e ES resultou em
uma diminuicdo da secrecdo de IL-8 desencadeada apenas pelo LPS, sugerindo um efeito
modulador dominante das ES sobre respostas inflamatdrias induzidas por outros estimulos. No

Quadro 1, estdo os principais achados em relacdo a modulacdo imune da TL.

Quadro 1 - Modulacéo da Terapia Larval a partir de ES de L. sericata sobre a imunidade do

hospedeiro.
Estudo Ramo Imune Alvo Efeito no Hospedeiro
Diminuicdo da quimioluminescéncia
5 ) (atividade  oxidativa), geracdo de
PECIVOVA J, Neutréfilos humanos superoxido e liberacdo de MPO apds
et al. (2008) Imunidade Inata estimulagcdo com zimosano opsonizado.
Sem efeito em células ndo estimuladas.
Resposta transcricional robusta,
DAUROS SP, Imunidade Inata Monccitos THP-1 gzraggcé?erzt: osta imune/inflamatdria
et al. (2017) (linhagem celular) | <% " posta Im '
Citagdo de direcionamento  para
diferenciagcdo M2.
Inibicdo da producdo de TNF-a, IL-
12p40; aumento da IL-10. Alteragdo do
GUREL Te perfil de quimiocinas (reducédo de MIP-
UMUR S (2024) Imunidade Inata Mondcitos humanos| 1B, aumento de MCP-1, IL-8). Sem
afetar fagocitose de S.
aureus.
Reducéo da ativacdo do complemento
. Vias classica, |(até 99,9%). Quebra de C3 e C4
GC AZAI‘NZDOEF; c ilstlemam alternativa e das |(independente de cations). Efeito
etal. ( ) omplemento lectinas. tolerante a temperatura e
dependente de componente proteico.
. . Aumento da expressdo de Foxp3.
ZHANG J, et al. Imunidade Células T Ao A
: - Aumento da expressao génica de Foxp3,
(2022) adaptativa Reguladoras (Tregs) IL-10, TGF-B, IRF- 4.
Modulacao de genes de
citocinas/quimiocinas. ES  menos
DAUROQS SP, Rede de Citocinas | potente que LPS para induzir 1L-8. Co-
et al. (2017) Imunidade Inata | (em vérias células) |tratamento ES+LPS diminui  IL-8
induzida por
LPS.

Fonte: Oliveira HA, et al., 2025.

2. Acdo antimicrobiana e anti-biofilme da terapia larval

As larvas e suas ES possuem um arsenal para combater infeccdes, incluindo atividade

contra bactérias planctdnicas e biofilmes.
2.1 Peptideos antimicrobianos e espectro de agdo

A lucifensina, uma defensina de inseto, € um peptideo antimicrobiano (PAM) chave

identificado nas ES de L. sericata. Andersen AS, etal. (2010), utilizando uma técnica de captura
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de sinais de secrecdo (TAST) em bibliotecas de cDNA de glandulas salivares e larvas inteiras,
identificaram a lucifensina. Produzida de forma recombinante, a lucifensina demonstrou
atividade in vitro contra bactérias Gram-positivas, incluindo Staphylococcus carnosus,
Streptococcus pyogenes e Streptococcus pneumoniae (CIM 2 mg/L), e Staphylococcus aureus
(CIM 16 mg/L). A atividade contra cepas de MRSA e GISA variou (CIM 8—>128 mg/L), e nao
foi observada atividade contra as bactérias Gram-negativas testadas. Cefovsky V e Bém R
(2014), em sua revisdo sobre lucifensinas, corroboram este espectro de acéo, destacando o papel
desses peptideos na MDT e a observacdo clinica da menor eficacia da MDT em feridas
infectadas por Pseudomonas sp. e Acinetobacter sp., 0 que se alinha com a especificidade da
lucifensina.

Explorando o potencial de engenharia de PAMSs, Gao B e Zhu S (2014) desenvolveram
um peptideo em gancho B (NVBH) derivado da navidefensina2-2 de Nasonia vitripennis. O
NVBH sintético e sua forma oxidada exibiram atividade antibacteriana potente e de espectro
mais amplo que a defensina original, atuando contra bactérias Gram-positivas (incluindo S.
aureus e S. epidermidis resistentes a antibioticos) e Gram-negativas (Serratia marcescens e

Salmonella typhimurium) atraves de um mecanismo de disrup¢do da membrana bacteriana.

2.2 Disrupcéo de biofilmes bacterianos

Os biofilmes sdo uma barreira significativa no tratamento de feridas cronicas. Harris
LG, et al. (2009) demonstraram que as ES de L. sericata inibem a formacdo de biofilmes
nascentes e desmantelam  bioflmes pré-formados de Staphylococcus epidermidis,
independentemente do mecanismo de adesdo intercelular da bactéria (adesina polissacaridica
intercelular - PIA ou proteina associada a acumulagdo - Aap). A atividade anti-biofilme foi
dependente da temperatura e do tempo, termolabil (sugerindo natureza proteica) e associada a
moleculas com peso molecular superior a 10 kDa, possivelmente proteases ou glicosidases.

Pritchard DI e Brown AP (2015) focaram na enzima quimotripsina 1 (ISP) de L. sericata
e sua capacidade de degradar macromoléculas alvo de MSCRAMMSs (Componentes da
Superficie Microbiana que Reconhecem Macromoléculas da Matriz Adesiva) presentes no
esfacelo de Ulceras venosas de perna (UVP). Eles identificaram fibrinogénio, fibronectina, 1gG,
coldgeno e albumina sérica humana no esfacelo, todos potenciais alvos para adesinas
bacterianas. A ISP degradou eficientemente essas macromoléculas, mesmo na presenca de
atividade de gelatinase tecidual (como MMP-9, também detectada no esfacelo), sugerindo que
a ISP pode remover o esfacelo e, consequentemente, os sitios de ancoragem bacteriana e 0s

proprios biofilmes. Giirel T e Umur S (2024), em sua revisdo, também destacam a capacidade
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da quimotripsina larval de inibir a formacdo de biofilme de S. epidermidis e de ES reduzirem

biofilmes de Enterobacter cloacae e S. aureus.
2.3 Controvérsias sobre efeitos antimicrobianos diretos

Apesar da identificacdo de PAMSs e enzimas com atividade anti-biofilme, oefeito direto
das larvas vivas ou ES brutas sobre o crescimento bacteriano planctonico é um ponto de debate.
Cazander G, etal. (2009) investigaram a suscetibilidade de seis cepas bacterianas a larvas vivas
de L. sericata (Instar-1 e Instar-3) e suas ES. Contrariamente ao esperado, larvas vivas
geralmente promoveram um aumento no crescimento bacteriano para a maioria das espécies
testadas (S. aureus, K. oxytoca, S. pyogenes, e Staphylococcus Coagulase-Negativa - SCN) em
meio liquido. Apenas P. aeruginosa apresentou uma diminui¢do significativa do crescimento
na presenca de larvas Instar-3. As ES, testadas por ensaio turbidimétrico, ndo demonstraram
inibicdo do crescimento bacteriano para nenhuma das cepas. Os autores postularam que o valor
nutricional das ES poderia, em condicBes in vitro, sustentar o crescimento bacteriano, e que 0s
beneficios clinicos da MDT poderiam advir de mecanismos indiretos, como a modulagdo
imune, em vez de uma acdo antibacteriana direta potente no contexto de crescimento
planctonico. Esta observacdo contrasta com os achados de atividade de PAMs purificados como
a lucifensina (ANDERSEN AS, etal., 2010) e ressalta a complexidade da interacdo. Gurel T e
Unmur $ (2024) também mencionam o uso sinérgico entre TL e antibidticos como gentamicina,

flucloxacilina, daptomicina e ciprofloxacino.

3. Mecanismos de desbridamento e promocdo da cicatrizacdo tecidual

O desbridamento eficaz e a estimulacdo dos processos de reparo s&o marcas registradas
da TL.
3.1 Enzimas de desbridamento: proteases e glicosidases

A remocdo de tecido necrotico é fundamental para a cicatrizacdo. Telford G, et al.
(2011) demonstraram que a quimotripsina | recombinante de L. sericata é resistente a
importantes  inibidores de protease enddgenos presentes em feridas, como a al-
antiquimotripsina ¢ a ol-antitripsina, embora seja inibida pela a2-macroglobulina. Em
contraste, a a-quimotripsina humana € inibida por todos esses compostos. Essa resisténcia da
enzima larval permite sua atividade desbridante no ambiente hostil da ferida. Pritchard DI e
Brown AP (2015) também confirmaram que a quimotripsina 1 (ISP) de L. sericata degrada
diversas macromoléculas no esfacelo de UVP, como fibrinogénio, fibronectina, 1gG e
colagenos, e que essa atividade persiste na presenca de gelatinases teciduais como a MMP-9.
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Complementando a acdo das proteases, as glicosidases também desempenham um
papel. Telford G, et al. (2012) investigaram o potencial de desbridamento das glicosidases
presentes nas ES de larvas de primeiro instar (ES1) de L. sericata. Eles identificaram que o
esfacelo/escara de tUlceras venosas cronicas continha predominantemente residuos de a-D-
glicosil, a-D-manosil ¢ N-acetilglicosamina em suas proteinas. As ES1 continham as atividades
correspondentes de a-D-glicosidase, a-D-manosidase e N-acetil- -D-glicosaminidase, que se
mostraram  ser enzimas distintas. O tratamento do esfacelo/fescara com ES1 reduziu
significativamente a presenca desses grupamentos de carboidratos, e 0 mesmo foi observado
em amostras de esfacelo/escara de feridas tratadas in vivo com larvas. Os autores sugerem que
aremocao desses agUcares pelas glicosidases larvais pode tornar as proteinas do esfacelo mais

suscetiveis a digestdo proteolitica subsequente, facilitando um desbridamento mais eficiente.

3.2 Estimulo a Angiogénese e Reparo Tecidual

A neoformacdo de tecido de granulacdo e a angiogénese sao essenciais para o
fechamento da ferida. Masiero FS, etal. (2015), em um estudo histopato l6gico utilizando larvas
de Cochliomyia macellaria em lesGes induzidas em ratos Wistar, observaram que o grupo
tratado com TL apresentou resposta inflamatdria e angiogénese abundantes. No sétimo dia,
observaram-se muitos vasos sanguineos recém-formados. Nassu MP e Thyssen PJ (2015),

também trabalhando com C. macellaria em ratos Wistar, avaliaram diferentes densidades

larvais (5, 15 ou 25 Iarvas/cmz). Embora ndo tenha havido diferenca significativa no tempo

total de cicatrizacdo entre 0s grupos, o grupo LT 25 (25 Iarvas/cmz) apresentou maior

vascularizagdo nos tecidos em comparacdo com 0s outros tratamentos, sugerindo que uma
maior densidade larval pode otimizar este efeito. Zhang J, et al. (2022) também relataram
crescimento significativo de tecido de granulacdo em pacientes com UPD tratados com MDT.
Dauros SP etal. (2017), no entanto, ndo encontraram efeitos diretos das ES na angiogénese in
vitro em células endoteliais (HMEC-1), apesar das alteracbes transcricionais em genes
relacionados, sugerindo que os efeitos pré-angiogénicos da TL in vivo podem ser mediados
indiretamente, possivelmente através da modulacdo de citocinas ou outras células. No Quadro
2, ha a relagdo dos principais achados em relagdo ao poder desbridativo, cicatricial e

antimicrobiano da TL.
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Quadro 2 - A¢édo antimicrobiana, pro-desbridamento e pré-cicatrizacdo da TL.
Estudo Alw/Processo Efeito Observado Componentes Larvais
TELFORD G, etal. Deshridamento (resisténcia a inibidores) Quimotripsina | recombinante de L. sericata é resistente a o.l- Quimotripsina |
(20112) antiquimotripsina e al-antitripsina (presentes em feridas). P '
Quimotripsina 1 (ISP) degrada macromoléculas (fibrinogénio,

PRITCHARD Dl e [Desbridamento de esfacelo de Ulcera Venosa de fibronectina, IgG, coladgenos) no esfacelo, mesmo na presencade | Quimotripsina 1 (ISP) de L. sericata.

BROWN AP (2015) Perna (UVP) MMP-0.
TELFORD G, et al. . . . ES1 removem residuos de a-D-glicosil, a-D-manosil e N- GIICOSIFiaS(?S emESl de L. S.erlcata (0-
(2012) Desbridamento (remogdo de glicanos) acetilglicosamina de proteinas do esfacelo/escara D- glicosidase, a-D-manosidase, N-
' acetil-B-D- glicosaminidase).
MASIERO FS, et al. Angiogénese, Resposta Inflamatéria Resposta mﬂamator,la e angpgenese abundantes.. Muitos vasos Larvas de Cochliomyia macellaria.
(2015) sanguineos recém-formados no 7° dia.
NASSU MP e s . . L . . L .
THYSSEN PJ (2015) Angiogénese (densidade larval) Maior vascularizagdo tecidual com densidade larval de 25 larvas/cm2.| Larvas de Cochliomyia macellaria.
DAUROS SP, et al. Angiogénese (in vitro) Sem efeitos diretos das ES na angiogénese de células endoteliais ES de L. sericata
(2017) glog (HMEC-1) in vitro, apesar de alteragfes transcricionais. ' '
ZHANG J, et al. (2022) Tecido de granulagédo Crescimento significativo de tecido de granulagéo. MDT (presumivelmente L. sericata).
ANDERSEN AS, etal. p)?g;;ris SGIESZE;ZI:;‘{;: S(Sal(j?;ﬂg)squéSas Atividade antimicrobiana (CIM 2—-16 mg/L para sensiveis;
(2010) de MRSA/GISA. 8—>128 mg/L para resistentes). Sem atividade vs Gram-negativas. Lucifensina (recombinante).
CEROVSKY V e BEM | Bactérias Gram-positivas; Pseudomonassp., |Revisdo: Lucifensina ativa vs Gram-positivas; MDT menos eficaz vs Lucifensina
R (2014) Acinetobacter sp. Pseudomonas/Acinetobacter. '
Bactérias Gram-positivas (incl. S. aureus/S.
epidermidis resistentes) e Gram-negativas (S. |Atividade antibacteriana potente, de amplo espectro, por disrupgdo da| Peptideo NvBH (engenheirado de
GAO B e ZHU S (2014) L . .
marcescens, S. typhimurium). membrana. navidefensina2-2).
HARRIS LG, etal. Biofilmes de S. epidermidis Inibicdo da formacdo de biofilmes nascentes. Desmantelamento de ES de L. sericata (provavelmente
(2009) (dependentes de PIA ou Aap). biofilmes pré-formados. Atividade termolabil, >10 kDa. proteases/glicosidases).

Macromoléculas alvo de MSCRAMM
PRITCHARD Dl e | (fibrinogénio, fibronectina, IgG, coldgeno) em | Degradacao das macromoléculas do esfacelo. Potencial para remover Quimotripsina 1 (ISP) de L. sericata.

BROWN AP (2015) esfacelo de UVP; Biofilmes estafilocdcicos. biofilmes.
Larvas vivas: Aumento do crescimento da maioria das bactérias; . .
CAZANDER G, etal. | S.aureus, K. oxytoca,_S. pyogenes, SCN, P. diminuicdo do crescimento de P. aeruginosa (Instar-3). ES: Sem Larvas vivas de L. serlca_ta (Instar-1 e
(2009) aeruginosa. S - 3), ES de L. sericata.
inibicdo do crescimento.
GUREL Te UMUR S Biofilmes de S. epidermidis, E. cloacae,S. |Revisdo: Quimotripsina inibe biofilme de S. epidermidis. ES reduzem . .
ES, Quimotripsina.

biofilmes de E. cloacae, S. aureus. Sinergia com antibiéticos.

(2024) aureus. Bactérias em geral.

Fonte: Oliveira HA et al 2023, 96
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4. Resposta imune da larva a exposicdo a patdgenos

A interacdo ndo € unilateral; as proprias larvas respondem imunologicamente aos
microrganismos. McKenna CH, et al. (2022) investigaram a expressao génica em larvas de L.
sericata apds exposicdo alimentar a Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii. A
exposicdo induziu a expressao diferencial de genes relacionados a imunidade, incluindo uma
variedade de PAMs (Diptericinas, Cecropinas, Defensinas, Atacinas e Edinas) e outros efetores
imunes como Pirk (um regulador negativo da via IMD) e IM18. A resposta a P. aeruginosa foi
mais robusta e dependente do tempo em comparacdo com A. baumannii. Alm dos genes
imunes canbnicos, genes ndo imunes relacionados a respostas intestinais, vias de sinalizacdo
(como Hippo e TOR) e formagédo da cuticula também foram afetados. Este estudo indica que as
larvas possuem mecanismos para reconhecer e montar respostas imunes especificas aos
patdgenos, o que pode influenciar a eficacia da TL contra diferentes tipos de infeccdo e a
producdo de componentes terapéuticos. A regulacdo da propria resposta imune larval, como a
inducdo de Pirk, sugere mecanismos de homeostase para evitar autotoxicidade ou gasto

energético excessivo.

CONSIDERACOES FINAIS

Em sintese, 0s estudos analisados demonstram que a Terapia Larval é um processo
bioativo complexo, cujos efeitos vdo além do desbridamento e da agdo antimicrobiana. As
larvas e suas secrecfes (ES) modulam significativamente a resposta imune do hospedeiro,
atenua a inflamacdo crénica promovendo um ambiente favordvel a angiogénese, a formagdo de
tecido de granulagcdo e acicatrizacdo. No entanto, controvérsias ainda persistem, especialmente
quanto & extensdo da atividade antimicrobiana observada in vitro em comparacdo ao contexto
in vivo, bem como a identificacdo e compreensdo dos mecanismos de acdo das moléculas
bioativas envolvidas. Tais lacunas indicam a necessidade de investigacfes continuas, que
contribuam para a otimizagdo e ampliacdo do uso terapéutico dessa promissora estratégia

baseada na interacdo parasito-hospedeiro.
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ABSTRACT

The blowflies Hemilucilia segmentaria and Hemilucilia semidiaphana are species of forensic importance and, as
a scavengers, they have potential in Larval Therapy (LT). LT consists of sterile fly larvae to treat lesions with
necrotic tissue. It is an descriptive exploratory laboratory and field study,which aims to describe the methods of
rearing flies under laboratory conditions for therapeutic purposes. The staging period from egg to adult was 10.1
days for H. semidiaphana and 12.2 days for H. segmentaria. Considering that they are neotropical species, they
need a room temperature ranging from 27 to 29 C°, humidity of 80+ 10% and a light/dark cycle of 12 hours were
adopted. The larvae were feeded with ground beef in room temperature and the adult diet varied according to the
purpose of rearing. In the egg sterilization process for LT, the most accessible solution, which achieved the highest
egg hatching rate, was 1% sodium hypochlorite. The aim of study is to use the larvae to treat injuries. The breeding
methods can be use any scientific purposes that require evaluating these species.

Keywords: Diptera; Calliphoridae; Larvae; Therapy; Procedures and Techniques Utilization.

RESUMO

As moscas-varejeiras H. segmentaria e H. semidiaphana sdo espécies de importancia forense e, por serem
necréfagas, possuem potencial para seremusadas em Terapia Larval (TL). A TL consiste no uso de larvas estéreis
de moscas paratratamento de lesdes comtecido necrdtico. Trata-se de um estudo exploratério descritivo de campo
e de laboratdrio, que objetivou descrever os métodos de criagdo das moscas em condic8es de laborat6rio para fins
terapéuticos. O periodo de desenvolvimento de ovo a adulto foide 10,1 dias para H. semidiaphana e 12,2 dias para
H. segmentaria. Considerando que sdo espécies neotropicais, adotou-se temperatura de 27 a29 C° (graus), umidade
de 80+ 10% e ciclo luz/ escuriddo de 12 horas. As larvas foram alimentadas com carne bovina moida em
temperatura ambiente e a dietado adulto variou de acordo coma finalidade dacriagdo. No processo de esterilizagdo
dos ovos para TL, a solucdo mais acessivele que obteve maior taxa de eclosdo dos ovos, foi o hipoclorito de sddio
a 1%. Apesarde o estudo tera finalidade de utilizagdo das larvas para tratamento de lesdes, os métodos de criagdo
aqui apresentados, podemser utilizados para quaisquer fins cientificos que necessitaremavaliar essas espécies.

Palawras-chawe: Diptera; Calliphoridae; Larvas; Terapia; Utilizacdo de Técnicas e Procedimentos.

INTRODUCAO
Califorideos

Moscas-varejeiras da familia Calliphoridae possuem importante papel no
desenvolvimento de varias funcBes ecoldgicas. Dentre algumas fungBes que podem ser
preocupantes na perspectiva da salde publica, estd o transporte mecanico para diversos
patdgenos. Isso ocorre, devido a afinidade que osadultos de califorideos possuem com a matéria
organica em decomposicdo. Como por exemplo, excremento humano ou animal, lixbes, e
carcacas de animais (Carneiro et al., 2014). Além disso, também podem ser associadas a miiase
em animais de sangue quente, inclusive o homem (Azevedo et al., 2015).

Entretanto, califorideos apresentam funcGes benéficas para o meio em que vivem e
para 0 homem. Sao importantes polinizadores de plantas com flores (Silva et al 2001) s&o

frequentemente avaliados em estudos de entomologia forense, onde auxiliam na determinacdo
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do intervalo pds- morte (Vasconcellos et al., 2015) constituindo o tipo mais comum de
evidéncias de insetos coletadas durante uma investigacdo criminal (Catts; Haskell, 1990); ou
sdo considerados para uso na terapia larval, que € caracterizada pela utilizacdo de larvas estéreis
de moscas para o tratamento de feridas de dificil cicatrizagdo (Nitsche, 2010). As fémeas de
Calliphoridae usam substratos ricos em proteinas para oviposicdo, potencializando o pleno
desenvolvimento dos estagios imaturos (Stevens, 2003). A familia possui distribuicdo mundial
e esta composta por espécies tipicas de diferentes ambientes, sejam florestais, rurais ou urbanos.

A distribuicdo sazonal dos califorideos é muito influenciada pela variacdo das
condicbes climaticas (Ferreira; Lacerda, 1993), podendo cada espécie reagir de diferentes

formas, ndo sendo apenas esses 0s fatores que atuam na dindmica populacional de dipteros.

Hemilucilia

O género Hemilucilia inclui seis espécies endémicas da América Central e da América
Sul (Marinho; Madeira-Ott, 2024; Tyssen; Linhares, 2007). Dentre elas, H. segmentaria e H.
semidiaphana sdo consideradas assinantropicas, ou seja, evitam locais urbanos (Otsuka, 2008),
sendo mais facilmente encontradas em areas silvestres e em menor proporcdo em areas rurais.

A baixa abundancia populacional dessas duas espéecies em ambientes urbanos e
semiurbanos, por vezes, era associada diretamente com a presenca de califorideos exoticos,
porém ndo significa que essas especies tiveram suas populacdes reduzidas devido a competicdo
com as espécies invasoras, pois ja eram consideradas raras antes da chegada das espécies
exdticas (Ferreira, 1978).

A Hemilucilia segmentaria (Fabricius, 1805) tem registro em El Salvador, Costa Rica,
Panama, Colémbia, Equador, Bolivia, Peru, Guiana, Brasil, Paraguai, Argentina (Dear, 1985),
Chile e no México (Fraga, 2004). E caracterizada como necrofaga, pelo habito das larvas
alimentarem-se de matéria animal em decomposi¢do (Thyssen; Linhares 2007); por isso tem se
destacado em estudos feitos em muitas localidades em todo o Brasil. E registrada quase
exclusivamente em areas de floresta (Ferraz et al., 2010; Souza; Zuben 2012) e quando em area
urbana, ocorre principalmente em fragmentos de floresta (Figueiredo et al., 2018).

Em area de floresta em Manaus-AM esteve entre as espécies mais abundantes em
cadaveres (Fraga 2004; Rodrigues 2008); também foi registrada em érea urbana (Barros-Souza;
Ferreira-Keppler; Agra, 2012; Souza 2009) entre as menos abundantes. O primeiro registro do

uso de H. segmentaria em investigacdo criminal para estimar o intervalo pos morte, ocorreu em
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Minas Gerais (Kosmann et al., 2011) e o segundo relato foi no Amazonas, em Manaus, com
base nos dados do desenvolvimento de imaturos e comportamento de colonizacdo (Souza et al.,
2014).

A Hemilucilia semidiaphana (Rondani, 1850) também ocorre em regido neotropical,
desde 0 México até a Argentina (Baumgartner; Greenberg, 1985). E parecida com a espécie
anterior, tanto em comportamento quanto em morfologia, apesar de ter menor porte. Ja foi
considerada sinbnimo de H. segmentaria (James, 1970). Também é necrofaga, e em estudos de
entomologia forense sempre é registrada como a espécie colonizadora subsequente a H.
segmentaria (Fraga, 2004).

Por serem necréfagas, as larvas de ambas as espécies tém potencial para serem usadas

em Terapia Larval.

Terapia larval

A Terapia Larval (TL), também conhecida como Bioterapia ou Larvoterapia faz uso
de organismos vivos, ou dos produtos produzidos por estes, com finalidades terapéuticas
(Tyssen et al., 2021). A TL consiste no uso de larvas estéreis de moscas, em lesbes com
presenca de tecido desvitalizado, que podem ser encontradas em feridas de diversas etiologias,
especialmente nas crbnicas. A TL reduz o nimero de micro-organismos presentes, diminui ou
elimina o odor fetido e promove o crescimento de tecido viavel - essencial para cicatrizacdo
(Pinheiro, 2014).

Essa terapia é realizada em diversos paises, como Estados Unidos da América, alguns
paises da Europa, Australia, Israel, Colémbia entre outros, através da parceria feita com
empresas e institutos que viabilizam a producdo estéreis das larvas (Nitche, 2010), e sua
aplicacdo é considerada segura, conforme a Sociedade Internacional de Bioterapia (IBS, 2024).

No Brasil, ainda que estudos estejam sendo desenvolvidos, a aplicabilidade ainda é

escassa, e um dos fatores impedidores de sua utilizacdo € o desconhecimento dos profissio nais

de saude e dos usuérios dos servicos acerca da ecologia das moscas (Franco et al., 2016).
Para que uma espécie de mosca possa ser considerada para TL, € preciso distingui-las

quanto ao tipo de miiase que podem causar. Aquelas que se alimentam de tecido animal, s&o

chamadas de causadoras de miiase.

As moscas podem causar dois tipos de miiases: (i) obrigatorias, quando se
alimentam de tecidos vivos; e (ii) facultativas, quando se alimentam de
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tecidos mortos. No Brasil, apenas duas espécies de moscas estdo associadas
com miiases obrigatorias: Cochliomyia hominivorax (responsavel pela
bicheira) e Dermatobia hominis (responsavelpelo berne). As demais espécies
se alimentam de fezes, lixo e matéria organica em decomposicdo, incluindo
tecidos mortos (causando oportunamente as miiases facultativas), e é deste
grupo que sd@o selecionadas as moscas que terdo alguma finalidade
terapéutica. (Tyssen et al., 2021, p.9).

Durante a alimentacdo das larvas ocorre o debridamento ocasionado por meio de
mecanismos fisicos dos ganchos orais (das larvas) ou por meio de processos quimicos (usando
enzimas digestivas proteoliticas). Ambos os procedimentos, facilitam a restauracdo do tecido
lesionado devido a eliminagdo dos elementos necroticos (Masiero et al., 2015).

Alem disso, dentre os inimeros beneficios das secrecOes larvais, esta o potencial
bactericida e bacteriostatico, por exemplo contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa (Masiero, 2017); controle de biofilme bacteriano, devido a presenca das
defensinas (Masiero, 2019) ; modulagdo da resposta imune, pela inibicdo da liberacdo de
peréxido de hidrogénio pelos neutréfilos e de enzimas, como a elastase, responsaveis pela
fase inflamatoria persistente e pela demora na cicatrizacdo e também, enzimas proteoliticas
ainda ndo identificadas, capazes de recrutar células que estimulam a proliferacdo de
fibroblastos e a producéo de fibras de colageno, como observado por Masiero et al. (2015).

No Brasil, os Estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande
do Sul e Distrito Federal encontram-se com estudos em andamento para identificar diferentes
tipos de moscas encontradas na regido, seus produtos e seu uso adequado no tratamento de
feridas (Nassu; Thyssen, 2015).

Nesse contexto, este estudo objetiva descrever os métodos de criagdo das moscas em
condicdes de laboratdrio para fins terapéuticos e apresentar dados biologicos sobre tempo de
desenvolvimento desde ovo até adulto para as espécies de moscas abundantes na Amazdnia
que tem potencial para a terapia larval, assim como, descrever os métodos de esterilizacdo

dos ovos para viabilizar o processo.

METODOS E RESULTADOS DOS PROCESSOS
Tipo do Estudo, Local de realizacéo e Aspectos Eticos

Trata-se de um estudo exploratério descritivo de campo e de laboratério, que buscou

adaptar o ambiente artificial do laboratério ao mais proximo do habitat natural e das condicdes

104



necessarias ao desenvolvimento bioldgico das espécies de moscas, H. segmentaria e H.
semidiaphana.

O estudo foi desenvolvido no Laboratério Multidisciplinar de Biologia Celular do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas- 1CB, vinculado a Universidade Federal do Amazonas-UFAM.
Considerando as caracteristicas das espécies estudadas e o longo periodo de adaptacdo dos
métodos para se obter éxito, o estudo perdurou de abril de 2021 a janeiro de 2024. A coleta das
moscas foi iniciada apds aprovacdo pela Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA)
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazbnia-INPA, registrado com SEI
01280.000034/2021-09.

Coleta e Transporte das Moscas

Para inicio da coldnia, a coleta de moscas adultas das duas espécies foi realizada na
Reserva Florestal Adolpho Ducke, do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA),
localizada na Rodovia AM-010, Km-26, a leste da Cidade de Manaus- AM.

O substrato utilizado para atrair ambas as espécies de moscas, foi cadaver de coelho,
eutanasiado 1 (uma) hora antes da exposi¢cdo na mata (Figura 1). Considerando que as espécies
em estudo sdo importantes instrumentos forenses e estdo diretamente ligadas a decomposicao
organica, optou-se pela utilizagdo do coelho, pelo pequeno porte e por ser mamifero. A espécie
de coelho utilizada foi a Oryctolagus cuniculus domesticus, independente de sexo, com 12
semanas, pesando aproximadamente 1800g, preferencialmente na cor branca para facilitar o

reconhecimento das moscas no campo.

Figura 1- Cadaver de coelho utilizado como substrato para captura das moscas.
—

Fonte: Dados da pesquisa (2024).
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As moscas foram coletadas com uso de rede entomoldgica (pucd) e separadas
previamente pelas caracteristicas morfologicas destacadas (coloracdo verde acastanhada; ponto
pigmentado da cor preta localizado nas extremidades externas das asas, corpo afilado e asas
bem proximas ao eixo abdominal, quando em repouso) sendo alocadas individualmente em
tubos falcons de 50 ml, contendo pequena porcdo de carne bovina moida em temperatura
ambiente. Os tubos falcons foram armazenados em estantes de tubos de ensaio para evitar
deslocamento do substrato e possivel morte do adulto por esmagamento (Figura 2-A/B). Apés
coleta satisfatoria, em torno de 100 adultos capturados foram conduzidos ao laboratério para
confirmacdo das espécies e inicio da aplicacdo dos métodos laboratoriais para criacao.

Figura 2- Materiais utilizados para captura e alocagdo da mosca em campo.

A - Rede entomoldgica (puca) B - Tubos falcons de 50ml com carne bovina moida

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Separacdo e manejo das espécies

A circunstancia de conten¢do no tubo, induzia na maioria das vezes, a oviposicdo. Os
adultos foram retirados dos tubos e para confirmacdo da espécie foi realizada observacdo sob
um estereomicroscopio. O processo geralmente ocasionava a morte do adulto, que entdo foi
separado em microtubos Eppendorf (1,5 ml) e conservado em via Umida (&lcool 70%) para
formar o acervo de provas.

Ja as posturas de ovos foram mantidas no tubo falcon vedado com tecido ndo tecido-
TNT e liga elastica. Isso permitia a troca gasosa e favoreceu a eclosdo dos ovos horas depois.
Os tubos foram mantidos na posicdo de 45° graus para evitar que as larvas se afogassem no
contetdo liquido. (Figura 3).

Figura 3- Adaptacdo e armazenamento dos tubos falcons com posturas de ovos/larvas.
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Fonte: Dados da pesquisa (2024)

Paraevitar a invasdo de espécies oportunistas 0s tubos falcons foram acondicionados
dentro de gaiolas e estas apoiadas sobre bandejas plasticas contendo solucdo de agua +
detergente (Figura 4). Essa técnica impedia 0 acesso de outros insetos, devido a capacidade de
diminuir atensdo superficial da agua (Ulisses et al., 2017).

Figura 4 - Gaiola e alocacéao sob recipiente.
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Fonte: Dados da pesquisa (2024)

Condicbes do ambiente e Tempo de desenvolvimento dos estagios imaturos (ovo, larva e

pupa) e adulto em laboratorio

Em busca de parametros similares ao encontrado no ambiente de mata, foi realizada
coleta de temperatura e umidade no més de outubro (més de transicdo do periodo de seca para
periodo chuvoso) no ponto de trilha da Area de Preservacio Ambiental (APA) localizada no
entorno das instalagbes prediais do Campus da Universidade Federal do Amazonas- Setor
Norte. A temperatura encontrada e adotada para os experimentos foi de 27 a 29 C° (graus),

umidade relativa do ar de 80 + 10% e ciclo luz/ escuriddo de 12 horas.
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Durante o periodo do estudo foram realizadas 5 (cinco) coletas para formagdo da coldnia
e avaliacdo do ciclo biologico de ambas as espécies de moscas. Determinou-se entdo, o tempo
médio em horas, das fases de desenvolvimento de ovo a adulto em condicdes de laboratdrio
(Tabela 1).

Tabela 1- Apresentacdo da média do tempo de desenvolvimento, em horas, das espécies criadas em
condicBes de laboratdrio.

Estagios de Tempo de desenvolvimento em horas (h)
desenvolvimento

H. semidiaphana H. Segmentaria
Ovo 16,8 (n = 540) 14,2 (n =514)
1% instar larval 16,9 (n = 403) 16,3 (n =497)
2% instar larval 21,2 (n = 391) 13,5 (n = 455)
3% instar larval 38,2 (n = 365) 42,9 (n=312)
Pré-pupa 26,2 (n = 309) 50,3 (n = 296)
Pupa 123,1 (n = 202) 155,6 (n = 211)
Ovo a adulto 242,4 (d =10,1) 292,8 (d=12,2)

(n) = nimero de ovos, de espécimes por estadio larval, de pré-pupa e pupa utilizados.

(d) = dias
Fonte: Dados da pesquisa (2024)

Durante o primeiro e segundo instar, as larvas foram mantidas nos tubos falcons com
reposicdo de substrato e umidade (carne bovina moida e 2 gotas de agua) sempre que necessario.
Na transicdo para o terceiro instar larval, as larvas foram removidas dos tubos para potes de
plastico transparente de 500ml e tampa adaptada com tecido voil. Além disso, foi acrescentado
mais substrato e papel toalha Umido dentro do pote. Nesse cenario permaneceram do terceiro
instar larval até o estagio de pré-pupa (Figura 5-A).

O estagio de pré-pupa caracterizado pela semelhanca morfologica com o instar larval 3,
e associado a perda de interesse pelo substrato, além do comportamento de dispersdo, fuga do

local de alimentacdo, foi descrito no estudo de Pires et al., (2010). Nessa fase de pré-pupa,
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foram colocadas em recipientes com 3/4 (trés- quartos) de Vermiculita Expandida para empupar
(Figura 5-B). Posteriormente, os recipientes com as pupas foram transferidos para dentro das
gaiolas, separadas por espécie. Essa estratégia facilita a emersdo das moscas adultas diretamente
dentro da gaiola.

Figura 5- Recipientes utilizados para alocacdo de imaturos, de ambas as espécies.

A- Potes com larvas contendo substrato e papel toalha Umido; B- Pote com pupas imersas na
Vermiculita Expandida.
Fonte: Dados da pesquisa (2024)

Dieta para imaturos e adultos

A alimentacdo dos imaturos (larvas) foi realizada com carne bovina moida em
temperatura ambiente. A quantidade ofertada foi relativa a necessidade diaria de cada
fase de desenvolvimento e do quantitativo de imaturos em cada pote, aproximadamente 40
gramas de carne (equivalente a duas colheres de sopa cheias) diariamente.

Para a manutencdo dos espécimes adultos, as dietas testadas foram preparadas e
oferecidas em placas de Petri 60 x 15 mm. As opcdes exitosas de dietas para alimentacdo de

adultos de H. segmentaria e H. semidiaphana estéo apresentadas na (Figura 6).
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Figura 6- . Dietas testadas para adultos, modo de preparo e finalidade

Dieta para Adultos Modo de preparo Finalidade da Dieta
H.semidiaphana H. segmentéria AAAAAAA
- Solugdo pastosa: 20 ml de agua filtrada + 2 colheres de
AAAANA N fﬁp% de Falrinhad L}.;ézc:e_a6 001115 Cer_ea\ Infantil  Multicereais, LLLLLLL
AR ‘iét‘a A iluidos em placa de Petri 60x15mm; Manutengo do espécime
(Associagdo) -Solugéo de sacarose: 60 gramas de aglcar cristalizado para vivo em cativeiro
500 ml de agua filtrada, usar 15ml da solugéo no algoddo em
placa de Petri 60x15mm;
- Agua: usar 10 ml no algodao em placa de Petri.
AL
- Figado bovino liquidificado: 50g diarias, ofertar em placa
de Petri de 60x15mm;
AANNANY LLLLLLL
Y Dieta B - Solugdo de sacarose: 60 gramas de aclcar cristalizado Nutrigdo dos adultos para
(Associagao) para 500 ml de agua filtrada, usar 15ml da solugéo no algod&o oviposicao
em placa de Petri 60x15mm;
- Agua: usar 10 ml no algodao em placa de Petri.
AApAAAf RS el
AR Carne moida: Em temperatura ambiente por 24h, 50g de COE?SQ;ISO %Sot\ﬂggs‘(fggvfos
Dieta C carne ofertado em placa de Petri no 4°/5° dia apds emersao da posturas ¢
mosca para esterilizagdo e
' aplicacéo da Terapia Larval

Fonte: Dados da pesquisa (2024)

Processo de esterilizacdo dos ovos para viabilizar a Terapia Larval

O metodo de esterilizacdo dos ovos das especies H. segmentaria e H. semidiaphana foi
adaptado do estudo de Pércio et al (2017), no qual testou métodos compativeis para a espécie
Chrysomya megacephala. Entre as solugdes esterilizantes avaliadas, estavam Hipoclorito de
sodio a 1% (NaClO) e Formaldeido a 5%. Considerando a solu¢do mais acessivel e que obteve
maior taxa de eclosdo dos ovos, optou-se pelo uso de Hipoclorito de sodio a 1%.

A priori, o experimento foi realizado para ambasespécies em triplicata e cada grupo
com 50 ovos. As posturas de ovos foram extraidas do substrato (carne moida) utilizando uma
haste de pléstico usada para inoculagdo. O manejo com a haste permitiu que a massa de ovos
fosse removida por completo. Em seguida, sob uma capela de fluxo laminar, trés beckers de 50
ml foram preparados com as seguintes solugBes: Hipoclorito de sédio a 1% (NaClO) e &gua
destilada esteril na segunda e terceira amostra.

Os ovos foram colocados sobre um (voil) estéril e com auxilio de luvas e pincas foi
formada uma pequena trouxa. A trouxa foi emergida por 3 (trés) minutos no produto
esterilizante, seguido de duas lavagens em agua destilada por 2 (dois) minutos cada. Para os
testes de crescimento microbioldgico, foram retirados da Ultima amostra de lavagem dos ovos,

uma aliquota de 100uL. Com auxilio de swab, as amostras foram semeadas em placas de Petri
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contendo meio Brain Heart Infusion Agar (BHA), Sabouraud dextrose agar (SDA) e Agar
Nutriente (AN). As placas foram mantidas até 7 dias com temperatura de 37°C, em uma estufa

BOD (Biochemical Oxygen Demand).

Para garantir que o processo de obtencdo de larvas estéreis para fins terapéuticos fosse
exitoso, dez larvas de cada espécie foram maceradas em 1000pL de &gua destilada estéril. Deste
macerado, em triplicata, aliquotas de 100uL foram novamente semeadas em BHA, agar
nutriente e SDA, sendo mantidas até 7 dias com temperatura de 37°C em estufa BOD para
confirmar a auséncia de crescimento microbiolégico.

Apobs o processo de imersdao dos ovos, as trouxas foram desfeitas e acondicionadas em
potes de coleta estéril contendo meio Agar Nutriente. Nas tampas rosqueaveis foram realizados
microfuros com agulhas estéreis para permitir o aporte de oxigénio. Os potes foram mantidos
sob a temperatura de 27 a 29° C e aproximadamente 14 a 16 horas depois, ocorreram a eclosao

de 70% dos ovos.

DISCUSSAO

Ao acompanhar o desenvolvimento bioldgico das espécies de moscas H. semidiaphana
e H. segmentaria em condicdes de laboratdrio, comparou-se os achados com o estudo de Fraga
(2004) e Thyssen (2005).

O estudo de Fraga (2004) foi realizado na Reserva Adolpho Ducke, Manaus-Amazo nas,
e 0s comportamentos descritos para H. segmentaria foram: oviposicdo 3 horas apds a exposi¢ao
de carcaca, principalmente nos estagios fresco e de inchamento (maior nimero de espécimes
entre 15:00 e 19:00h); ciclo de desenvolvimento de ovo a adulto na estagdo seca: 293,6 h (12,2
dias) . Para H. semidiaphana foram: oviposicdo 3 a 4h apds a exposicdo de carcaca,
principalmente nos estagios fresco e de inchamento (maior ndmero de espécimes entre 15:00 e

19:00h); ciclo de desenvolvimento de ovo a adulto na estacdo seca: 235,3h (9,8 dias).

Durante a realizacdo do estudo, observou-se no campo que as moscas foram atraidas
pelo odor cadavérico e surgiam cerca de 1 hora apds a exposicdo do coelho na mata (estagio
fresco). O comportamento de oviposicdo para ambas as espécies foi similar ao descrito por
(Fraga, 2004). Foram observadas Vvarias tentativas de oviposicdo antes da captura com o puca.
Focinho, patas, orelhas e rabo, eram 0s segmentos corporais mais visitados pelos espécimes.

Em relacdo ao horario de maior visitacdo ao cadaver, assim como descrito no estudo de Fraga
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(2004), o periodo datarde, mais precisamente no final do dia, o fluxo foi intensificado, ao ponto

de impedir que outras espécies se aproximassem.

Apesar do lapso temporal e mudancas do ambiente ao longo dos anos, ainda foi possivel
observar semelhanca no periodo de desenvolvimento de imaturos a adultos, de ambas as
espécies. Os resultados deste estudo podem estar associados ao de Fraga (2004) por terem sido

desenvolvidos em periodos e condicdes climaticas semelhantes.

No entanto, os dados relacionados ao periodo de desenvolvimento de imaturos a adultos

descritos por Thyssen (2005), divergiu deste estudo, mesmo considerando condicdes de

laboratério e parametros climéaticos semelhantes (30 C% UR 70 +10%). Foi observado
discrepancia no quantitativo de horas/dias do ciclo biolégico registrados para H. semidiaphana,
respectivamente 393 h (16,3 dias), enquanto foram encontrados 242,4 h (10,1 dias). Em relagéo
a H. segmentaéria, a diferenca foi menor, sendo 298 h (12,4 dias), enquanto foram verificados
292,8 h (12,2 dias).

No que diz respeito a dieta, apos testar dietas apresentadas no Protocolo de criacdo da
mosca Chrysomya megacephala (Gama et al., 2021), houve morte em massa das espécies deste
estudo. N&o € possivel afirmar que as espécies sdo totalmente intolerantes a dieta do protocolo,
pois pode haver outros fatores associados que ndo foram mensurados, como por exemplo, o
tempo de vida do adulto. Todavia, as tentativas de adaptacdo para a dieta foram suspensas pelo

receio da perda de mais espécimes.

CONSIDERACOES FINAIS

Embora a principal finalidade de se estabelecer método de criacdo para essas espécies
esteja relacionado a possibilidade de utilizacdo das larvas para terapia larval, as técnicas
descritas possibilitam o acompanhamento do ciclo bioldgico para quaisquer fins cientificos. Por
se tratar de espécies de interesse forense, estudos com essa tematica podem necessitar do

método aqui apresentado.

Cabe destacar que os parametros climaticos adotados no estudo, sdo condizentes ao
encontrado na floresta tropical amazonica. As espécies assinantropicas estudadas, requereram
a reproducdo das condicBes de mata para o laboratério. Desse modo, justifica-se a adogdo de

temperatura e umidade mais alta do que a relatada na literatura.
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Até o presente momento, ndo foram encontrados registros do uso de H. segmentaria e
H. semidiaphana para fins terapéuticos. Contudo, o estudo pode colaborar na insercdo dessas
espécies de moscas necrofagas para TL no Brasil. As espécies sdo abundantes na floresta
amazonica, que € encontrada em areas preservadas dentro ou no entorno dos ambientes urbanos
do Estado do Amazonas. Associado a disponibilidade das espécies, a regido Norte como um
todo, possui elevada demanda de salde publica voltada para o tratamento de feridas cronicas,
logo, aadocéo de terapias alternativas eficazes e de baixo custo como a TL, poderiam minimizar

os danos gerados ao paciente e consequentemente ao Sistema Unico de Satde.
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Resumo

A cicatrizacdo é um processo fisiologico complexo, mediado por eventos celulares, moleculares
e bioguimicos que culminam na formacdo de colageno, fibroblastos e reepitelizacdo da ferida.
No entanto, condigdes cronicas como o diabetes mellitus comprometem esse processo,
dificultando a restauracdo tecidual. Nesse contexto, a larvoterapia surge como alternativa
promissora, associada a desbridamento seletivo, efeito antimicrobiano e modulacdo da resposta
inflamatdria. O presente estudo investigou o potencial reparador de larvas de Hemilucilia
segmentaria e H. semidiaphana em feridas cutaneas de ratos diabéticos (Rattus norvegicus).
Foram utilizados 60 animais em um ensaio pré-clinico randomizado, distribuidos em quatro
grupos: colagenase (controle positivo), solucdo salina 0,9% (controle negativo) e larvoterapia
com H. segmentaria ou H. semidiaphana. As feridas foram avaliadas aos 3, 7 e 14 dias pés-
lesdo quanto a macroscopia, area e contracdo percentual, além de analises histoldgicas
(incluindo contagem de mastocitos). Os resultados demonstraram que H. segmentaria foi o
tratamento mais eficaz na aceleracdo da cicatrizacdo, apresentando contracdo até 15,2%
superior a colagenase e 7,9% maior em relacdo a solucdo salina, além de maior deposicdo de
colageno e reepitelizagdo, enquanto a colagenase exibiu os desfechos menos favoraveis. Esses
resultados mostram o potencial das espécies para subsidiar protocolos de larvoterapia adaptados
a fauna local e ampliar as estratégias terapéuticas no manejo de feridas crénicas em pacientes
diabéticos.

Palavras-chave: terapia larval, diabetes mellitus, cicatrizacdo de feridas, modelos pré-clinicos.
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Abstract

Wound healing is a complex physiological process mediated by cellular, molecular, and
biochemical events that culminate in fibroblast proliferation, collagen deposition, and wound
re-epithelialization. However, chronic conditions such as Diabetes Mellitus impair this process,
hindering tissue restoration. In this context, maggot debridement therapy (MDT) has emerged
as a promising alternative, associated with selective debridement, antimicrobial effects, and
modulation of the inflhmmatory response. The present study investigated the reparative
potential of larvae of Hemilucilia segmentaria and H. semidiaphana in cutaneous wounds of
diabetic rats (Rattus norvegicus). Sixty animals were used in a randomized preclinical trial and
allocated to four groups: collagenase (positive control), 0.9% saline (negative control), and
MDT with H. segmentaria or H. semidiaphana. Wounds were assessed at 3, 7, and 14 days
post-injury for macroscopic appearance, area and percentage contraction, and histological
parameters (including mast cell counts). The results showed that H. segmentaria was the most
effective treatment in accelerating healing, exhibiting up to 15.2% greater contraction than
collagenase and 7.9% greater than saline, along with increased collagen deposition and re-
epithelialization, whereas collagenase produced the least favorable outcomes. These findings
highlight the potential of these species to inform MDT protocols tailored to the local fauna and
to expand therapeutic strategies for managing chronic wounds in patients with diabetes.
Keywords: larval therapy, Diabetes Mellitus, wound healing, preclinical models.

INTRODUCAO

De acordo com estimativas recentest o Brasil apresenta aproximadamente 16,6 milhdes
de adultos (20-79 anos) vivendo com diabetes, correspondendo a uma prevaléncia de 10,6%
nessa faixa etaria. Esses dados refletem a magnitude da doenca no pais e reforcam o impacto
do diabetes como importante problema de saude publica, tanto pelo aumento progressivo da
incidéncia quanto pelas complicagbes associadas, entre as quais se destacam o desenvolvimento
de Ulceras nos pés.

As lesbes cutaneas associadas ao diabetes mellitus (DM) representam uma das
complicacbes mais desafiadoras no cenario clinico, devido a cicatrizacdo deficiente, ao risco
aumentado de infeccdo e as frequentes amputacBes. O atraso na regeneracdo tecidual decorre
de fatores como hiperglicemia persistente, disfuncdo imunoldégica e comprometimento da
vascularizacdo local 2,2

O reparo cutdneo fisioldgico, que envolve as fases de hemostasia, inflamacéo,
proliferacdo e remodelamento, apresenta atrasos e alteragdes estruturais em individuos
diabéticos “,°. Nessas feridas, a inflamacdo se mantém prolongada, com infiltracdo persistente
de neutrdfilos e macréfagos M1, responsaveis pela liberagdo excessiva de TNF-a, IL-1p e IL-

6, 0 que intensifica o estresse oxidativo e o dano tecidual 8,7. A transicdo para o fenétipo M2,
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de carater reparativo, é comprometida, resultando em baixa depuracdo de restos celulares e
manutencdo de um estado inflamatério cronico 8.°.

Na fase proliferativa, hd reducdo da angiogénese, com menor expressdo de VEGF e
formacdo limitada de capilares °. A deposicdo de matriz extracelular (MEC) também é
prejudicada, marcada por alta atividade de MMP-9 e MMP-1 e baixa regulacdo por TIMPs, o
que gera colageno desorganizado e instabilidade da matriz 7. Além disso, fibroblastos e
queratindcitos apresentam migracdo e proliferacdo deficientes, retardando a formacéo de tecido
de granulacdo e a reepitelizacdo 3,”. A acumulacdo de produtos de glicacdo avancada (AGES) e
a ativacdo do receptor RAGE agravam esse quadro, promovendo rigidez da matriz, apoptose e
senescéncia de fibroblastos e células endoteliais, resultando em cicatrizes frageis e

mecanicamente instaveis °.

Nesse contexto, terapias alternativas tém despertado crescente interesse, destacando-se
a terapia larval (larvoterapia). A técnica consiste na aplicacdo controlada de larvas vivas e
estéreis de moscas necrofagas sobre feridas de dificil cicatrizacdo, promovendo desbridamento
seletivo, acdo antimicrobiana e modulacdo da resposta inflamatéria 1°. A espécie Lucilia
sericata é a mais estudada e utilizada, especialmente em protocolos clinicos padronizados na
Europa e América do Norte 1. Estudos epigenéticos 12, moleculares 13 e clinicos 4 mostraram
que os efeitos da terapia larval com Lucilia sericata ndo é apenas mecanico (debridamento),
mas também biologicamente ativo, atuando sobre vias imunoldgicas essenciais, modulando a
inflamacéo e reparo, suplementando deficiéncias do microambiente diabético e acelerando o
processo cicatricial. Outras espécies como Chrysomya megacephala, Lucilia cuprina e

Cochliomyia macellaria, apresentam resultados promissores em modelos experimentais 1.

Entretanto, a dependéncia de poucas espécies com uso consolidado limita a
aplicabilidade da técnica em paises de alta biodiversidade, como o Brasil. Nesse sentido,
espécies da familia Calliphoridae presentes na regido amazbnica, como Hemilucilia
segmentaria e Hemilucilia semidiaphana — moscas neotropicais assinantropicas, também
encontradas em ambientes urbanos — permanecem inexploradas quanto ao seu potencial

terapéutico 1°.

Assim, considerando a possibilidade da insercdo da TL como terapia alternativa eficaz
e de acesso facilitado no sistema publico de saude, este estudo teve como objetivo investigar,

em modelo pré-clinico com ratos diabéticos, o potencial reparador de feridas tratado com larvas
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de H. segmentaria e H. semidiaphana, comparando seu desempenho ao da terapia padrdo por

meio de analises macroscopicas e histopatoldgicas do processo cicatricial.

METODOLOGIA

Este estudo corresponde a um ensaio pré-clinico randomizado aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (SEI: 01280.000034/2021-09) conduzido no Biotério Central do
Institutto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA). Os animais permaneceram nesse local
durante todo o periodo experimental, onde foram realizadas as avaliages clinicas. As amostras
de tecido cutaneo coletadas foram processadas e analisadas no Laboratério de Histopatologia
do Departamento de Morfologia da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

Foram utilizados 60 ratos albinos (Rattus norvegicus), linhagem Wistar, de ambos os
sexos, com 10 semanas de idade e peso entre 200-250 g. Os animais foram mantidos em gaiolas
plasticas com maravalha (trocada semanalmente), recebendo alimentacdo e agua ad libitum. As
condi¢cbes ambientais foram controladas, com ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura de 22
+ 2 °C e umidade relativa de 55%.

A alocacdo dos animais nos grupos experimentais foi realizada por randomizagdo em
blocos, resultando em quatro grupos experimentais (n = 15 por grupo): TL — H. semidiaphana:
ratos induzidos ao diabetes mellitus (DM) e a lesdo cutanea, tratados com larvas estéreis de H.
semidiaphana; TL — H. segmentaria: ratos induzidos ao DM e a lesdo cutanea, tratados com
larvas desinfectadas de H. segmentaria; Colagenase: ratos induzidos ao DM e a lesdo cuténea,
tratados com pomada debridante & base de colagenase (controle positivo); e Solu¢do salina
0,9%: ratos induzidos ao DM e a lesdo cutanea, tratados apenas com irrigacdo da ferida com
solucdo salina estéril (controle negativo).

Cada grupo foi subdividido aleatoriamente em trés subgrupos, de acordo com o tempo
de avaliacdo (3°, 7° e 14° dias apds pos-inducdo da lesdo), contendo cinco animais em cada

subgrupo.

Inducdo do diabetes mellitus e da leséo cutanea

Apos atingirem o peso corporal adequado, os animais foram submetidos ao protocolo
de inducdo do diabetes mellitus, que consistiu na oferta de dieta hiperglicidica alternada com

dieta padrdo para roedores, durante sete dias consecutivos. No oitavo dia, foi administrada
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estreptozotocina (Sigma® S-130) na dose Unica de 60 mg/kg, diluida em tampéo citrato (0,1 M;
pH 4,5), por via intraperitoneal (IP) °.

Sete dias ap6s a administracdo da droga, a glicemia foi aferida por coleta de sangue da
veia caudal e andlise em glicosimetro (Accu-Chek Guide®, Roche®). Animais com valores >
200 mg/dL foram considerados diabéticos 16.

Confirmada a condicdo diabética, procedeu-se a inducdo das lesGes cutaneas. Para isso,
os animais foram anestesiados com cetamina (75 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), ambas por via
IP. A regido escolhida foi higienizada com sabonete antisséptico contendo PHMB (Pielsana®)
e tricotomizada com aparelho elétrico.

As lesbes foram induzidas por injecdo subcutanea ndo transfixante de 0,2 mL de solugao
acido cloridrico:dgua destilada (1:4) 19,15, produzindo queimadura quimica localizada. Apds 48
horas, foram iniciados os curativos de acordo com o protocolo experimental de cada grupo.

Curativos das lesdes cutaneas

Os curativos foram realizados sob anestesia. Nos grupos Terapia Larval, o leito daferida
foi irrigado com solucdo salina estéril, seguido da aplicacdo de 5 a 10 larvas desinfectadas por
cn? de lesdo 15. As larvas foram mantidas em frascos plasticos estéreis até o segundo estagio,
considerado ideal para uso terapéutico. Para manuseio com pipeta Pausteur, adicionou-se 2 mL
de solugdo salina ao frasco contendo as larvas. Apds a aplicacdo, procedeu-se a contagem
individual e a remocao do excesso de solucdo salina com gaze estéril, evitando afogamento.

Com a &rea perilesional seca, posicionou-se gaze de rayon como cobertura secundaria,
fixada com esparadrapo. O curativo completo foi removido a cada 24 horas para inspecdo. Na
presenca de tecido desvitalizado, as larvas eram mantidas por mais 24 horas ou iniciava-se um

novo ciclo terapéutico.

= o

-

Figura 1. Preparo e aplicacéo das larvas para terapia larval. A — Larvas desinfectadas no segundo estagio
imersas em solucdo salina; B — Aplicacdo das larvas sobre a lesdo utilizando pipeta Pausteur; C — Remogdo do
excesso de solucdo salina antes da colocacéo da cobertura secundéria; D — Larvas emestéagio 3, observadas
apos 24 horas de desbridamento da leséo (inicio do segundo ciclo de terapia larval).

Fonte: dados da pesquisa.
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Nos grupos controle, a abordagem inicial do leito da ferida foi idéntica a dos grupos
submetidos a terapia larval. No grupo colanegase, aplicou-se fina camada de pomada a base de
colagenase diretamente sobre o leito da ferida, seguida de gaze estéril, atadura e esparadrapo.
No grupo Solucdo salina 0,9%, ndo houve cobertura priméria; as lesdes foram apenas ocluidas

com gaze, atadura e esparadrapo. Todos os grupos foram avaliados a cada 24 h.

Avaliacdo macroscopica e microscopica das lesdes

Os animais foram pesados e monitorados diariamente quanto a condicdo clinica geral e
as caracteristicas das lesdes (tipo de tecido no leito, bordos, exsudato, sinais flogisticos,
sangramento, odor e crostas).

Sob anestesia, antes da aplicacdo dos tratamentos (dia 0) e apds as intervengdes (3°, 7°
e 149), as lesdes foram mensuradas com paquimetro digital (King Tools). As medidas foram
obtidas nos eixos horizontal e vertical, sendo cada ferida fotografada com camera de 12 MP e
resolucdo de 4000 x 3000 pixels (Apple iPhone 13), posicionada em tripé para padronizacéo.

A érea da ferida (A, em cm?) foi calculada pela formula: A = nxRxr, onde R representa
0 raio maior e r o raio menor. O percentual de contracdo da ferida foi obtido pela equacédo 16:
% contragdo =100 x (Wo — W) / Wo, em que W, é a area inicial (dia 0) e Wi a &rea no dia da
biopsia (3°, 7° ou 14° dias).

A avaliagdo histolégica da cicatrizagdo incluiu  células  polimorfonucleares,
mononucleares, proliferacdo vascular, proliferacdo fibroblastica, deposicdo de colageno e
reepitelizacdo. Cada parametro foi convertido em escore quantitativo: ausente (0), discreto (1),
moderado (2) e acentuado (3), conforme descrito no Quadro 1.

Quadro 1. Critérios de escore histologico das variaveis avaliadas *’

Variavel histolégica | 0 (Ausente) 1 (Discreto) 2 (Moderado) 3 (Acentuado)
Poucas Agregados com
. . ' , Agr n
Células Ausentes no isoladas, areas gregados densos,
. . e ; frequentes, sem
polimorfonucleares | campo Optico | muitas areas adjacentes . .
. . areas livres
livres livres
. Poucas, Agregados Agregados densos
Celulas Ausentes no isoladas, areas degnsogs ainda e %stg 0stos, sem
mononucleares campo dptico . ’ . . ° Justap :
livres areas livres areas livres
. x Mais .
Proliferacdo Sem vasos Poucos vasos, frequentes Muito frequentes,
vascular evidentes dispersos . ' por todo o campo
dispersos
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Poucos

. Grande
fibroblastica coniuntivo eaUenos feixes formando feixes
. Peq compactos
frouxo
Sem fibras rljc? lilggijgbras Egll;(esnd(;e Grande quantidade
Colagenizacéo . N 9 de feixes
colagenas conjuntivo espessos e compactos
frouxo eosinofilicos P
P ¢ P parcial parcial L
conjuntivo

Fonte: quadro adaptado inserido aqui

A interpretacdo das variaveis e a intensidade dos achados foram avaliadas conforme

descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Classificagéo e atribuicio de indices aos achados histolégicos de HE (Hematoxilina — Eosina) &

Intensidade dos achados

Achados HE Ausente  Discreto Moderado Acentuado
Proliferacdo vascular 0 1 2 3
Células mononucleares 0 1 2 3
Células polimorfonucleares 0 1 2 3
Proliferacio fibroblastica 0 1 2 3
Colagenizagio 0 1 2 3
Reepitelizacio 1 2 2 3

Concomitante & mensuragdo da area da lesdo, os animais foram eutanasiados por
administragdo da dosagem associada de xilazina (150 mg/Kg) e cetamina (200 mg/Kg). Em
seguida, utilizando lamina de bisturi n° 11, realizou-se a ressecagdo da lesdo com suas bordas.

Os fragmentos de tecido foram fixados em formol tamponado a 10% por 24 h,
desidratados em concentragOes crescentes de etanol (70%, 85%, 95% e 100%) e diafanizados
em trés banhos de xilol. Posteriormente, foram incluidos em parafina (Synth®) e seccionados
em microtomo semiautoméatico (LEICA) em cortes de 5-7 pm.

As laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) para avaliacdo geral da
morfologia e com azul de toluidina 0,1% para identificacdo de mastocitos. As analises foram
realizadas em microscépio Optico acoplado a camera, e as imagens capturadas foram
processadas no software Stepanizer (versdo 2b28 -7). A quantificacdo de mastocitos foi feita
em campos representativos da regido central das lesbes, com aumento de 400x, totalizando 400

pontos de contagem por grupo em cada tempo experimental (100 pontos por lamina). A
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porcentagem de mastocitos foi obtida pela raz&o entre os pontos coincidentes com essas células

e o total de pontos avaliados.

Analise estatistica

A analise macroscépica da contracdo da ferida foi analisada por ANOVA two-way,
considerando tratamento e tempo como fatores, seguida de teste Tukey quando observadas
diferencas significativas, apos verificacdo das premissas de normalidade e homocedasticidade.
Ja os scores histologicos e a contagem de mastdcitos, por ndo atenderem a essas premissas,
foram avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis. Todas as analises foram realizadas no software

R (versdo 4.5.1), adotando-se nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

RESULTADOS
Avaliacdo macroscopica e contracdo da lesdo cutanea

De acordo com analise macroscopica do reparo tecidual demonstrou evolucéo
significativa das lesdes ao longo do tempo, conforme os tratamentos aplicados. Observou-se
reducdo progressiva do diametro das feridas, compativel com as fases do processo cicatricial:

O 3°dia caracterizou a fase inflamatdria, o 7° dia correspondeu a fase proliferativa e o
14° dia evidenciou a fase de remodelacdo. Esses achados estdo ilustrados na Figura 2.

No dia 0 (48 h apds a inducdo), todas as lesbes apresentavam sinais inflamatorios,
caracterizados por edema, rubor perilesional e calor local. Observou-se ainda exposicdo do
tecido subcutdaneo na maioria dos animais, acompanhada de exsudato piosanguinolento,

discreto odor fétido e areas de tecido desvitalizado.
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Grupo

Colagenase

Grupo Solugao
Salina 0,09

Grupo TL - H

segmentaria

Grupo TL - H

semi /IAA’//)/IHH,'J

Figura 2. Evolugdo macroscépica das leses cutaneas nos diferentes grupos experimentais ao longo do
periodo de tratamento. A-D: Grupo Colagenase — les&o antes do curativo (A) e apés 3 (B), 7 (C) e 14 dias
(D) de tratamento. E-H: Grupo Solucdo Salina 0,9% — lesdo antes do curativo (E) e ap6s 3(F), 7 (G) e 14
dias (H). I-L: Grupo H. segmentaria — les&o antes do curativo (1) e ap6s 3 (J), 7 (K) e 14 dias (L) de uso
das larvas. M—P: Grupo H. semidiaphana — lesdo antes do curativo (M) e apés 3 (N), 7 (O) e 14 dias (P) de

uso das larvas.

Fonte: dados da pesquisa

126



No 3° dia, 0s grupos controles apresentaram discreta melhora dos sinais flogisticos.
Entretanto, no grupo Colagenase, houve aumento da necrose e persisténcia do odor fétido. Ja
nos grupos tratados com larvas de H. segmentaria e H. semidiaphana, verificou-se efetiva
limpeza das lesdes, com desbridamento do tecido desvitalizado e presenca de exsudato
serosanguinolento caracteristico 48 h ap6s o inicio da terapia larval.

No 7° dia, observou-se reducdo significativa da area das lesbes em todos 0s grupos,
sendo mais pronunciada no grupo tratado com larvas de H. segmentaria. No 14° dia, verifico u-
se fechamento parcial ou total das lesdes, com epitelizagdo e/ou formagéo de crosta, exceto no
grupo tratado com Colagenase, que manteve areas residuais de lesdo.

A anélise estatistica da contracdo das feridas revelou diferencas significativas entre os
grupos nos dias 3, 7 e 14, com desempenho superior das larvas H. segmentaria e H.

semidiaphana em comparacdo a Colagenase e a Solucéo salina.

100
| ‘ == ==
E [J |
8 75 I Ba
f—
2 |
S : EJﬂ Dia de Avaliacao
18 E’} f’j B 3
S 50 L] ==
5 E3 14
=
o
©)
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(=) [’:l
25
Colagenase Solucdo salina H. segmentaria H. semidiaphana
Grupo

Figura 3: Boxplots do percentual de contragdo da ferida (%) ao longo dos tempos experimentais (dias
3, 7 e 14), comparando os diferentes grupos (n =5 por grupo) de tratamento: Colagenase, Solucédo salina 0,9%,
Hemilucilia segmentaria e Hemilucilia semidiaphana. Os pontos representam valores individuais de cada animal.
Observa-se maior contracdo das feridas nos grupos tratados com larvas, principalmente a partir do 7° dia (p =
0.001).
Fonte: dados da pesquisa

127



Tabela 2. Comparagdes pareadas entre os grupos de tratamento quanto & porcentagemde contracdo das lesdes
cuténeas nos dias 3, 7 e 14.

Dia Comparagao (I?egte;rrr? :t%\?a) p-valor  SignificAncia
3 H. segmentariavs. Salina +44.47 <0.0001 ***

3 H. semidiaphana vs. Salina +38.65 <0.0001 ***

3 H. segmentariavs. Colagenase +33.43 <0.0001 ***

3 H. semidiaphanavs. Colagenase +27.61 <0.0006 ***

7 H. segmentariavs. Salina +30.68 <0.0001 ***

7 H. semidiaphana vs. Salina +24.78 <0.0001 ***

7 H. segmentaria vs. Colagenase +37.11 <0.0031 **

7 H. semidiaphanavs. Colagenase +31.21 <0.0007 ***

14 H. segmentaria vs. Salina +7.90 0.0603  Tendéncia
14 H. semidiaphana vs. Salina +7.15 0.5868 NS

14 H. segmentariavs. Colagenase  +15.29 0.0439 *

14 H. semidiaphanavs. Colagenase +14.54 0.5598 NS

Todos - Sedmentariavs. H. <0.99 07523 NS

semidiaphana
NS: ndo significativo; p <0.05: *; p <0.01: **; p <0,001: ***

Fonte: dados da pesquisa

No 3° dia, os grupos tratados com larvas apresentaram contracdo significativamente
superior em comparacdo aos controles. O grupo H. segmentaria atingiu 62,86 + 5,2% e H.
semidiaphana 57,04 + 5,1%, enquanto colagenase e solugdo salina alcancaram apenas 29,43 +
3,4% e 18,39 * 7,8%, respectivamente.

No dia 7° dia, a diferenca entre 0S grupos manteve-se evidente. H. segmentaria
apresentou 82,42 + 10,2% de contracdo e H. semidiaphana 76,52 + 9,4%, valores superiores
obtidos com colagenase (45,31 + 17,7%) e solucdo salina (51,74 + 12,7%).

No 14° dia, os grupos tratados com larvas atingiram valores préximos ao fechamento
completo da lesdo, sendo 94,64 + 1,7% para H. segmentaria e 93,89 + 1,8% para H.
semidiaphana. J& colagenase e solucdo salina apresentaram 79,35 + 9,3% e 86,74 * 8,2%,

respectivamente.

Avaliacdo histologica das lesbes

Descricdo das alteracGes histoldgicas

Nos grupos controle (colagenase e solucdo salina), as lesdes mantiveram inflamacao
persistente, areas de necrose em diferentes estagios, colagenizacdo tardia, fibras colagenas

desorganizadas e presenca de colénias bacterianas esfericas, observadas exclusivamente nesses
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grupos. Em contraste, nos grupos tratados com larvas, o tecido de granulagdo apresentou-se
mais organizado, com fibras colagenas densas e alinhadas, epiderme com queratinizagcdo
evidente e maior frequéncia de mastocitos. Esse efeito foi mais pronunciado em H. segmentaria
nos dias 3 e 7, sugerindo participacdo ativa dessas células na modulacdo da inflamacédo e no

reparo tecidual.
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Figura 4: Imagens representativas das altera¢des teciduais observadas emratos Wistar dos tratamentos positivo
(Colagenase) e negativo (Solugdo Salina 0,9%). A - infiltrado leucocitario mononuclear, mastécitos, linfécitos e
fibroblastos visiveis. B - infiltrado leucocitario composto por células polimorfonucleares (neutrofilos). C -
proliferacdo de vasos sanguineos e D - tegumento com reepitelizagdo (epiderme de espessura fina) e regido da
derme com fibras colagenas dessarranjadas/espacadas
Fonte: dados da pesquisa
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Figura 5: Alteraces teciduais restritas aos ratos Wistar dos tratamentos controle (colagenase e solucéo salina
0,9%). A - Mudancas nucleares inerentes a necrose como picnose (nlcleos de tamanho reduzido), caridlise
(ndcleos irregulares) e cariorrexe (fragmentacéo nuclear) e B - coldnias bacterianas adjacentes a epiderme

(asteriscos)
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Figura 6: Imagens representativas dos achados histolégicos observados nos tra 0s com larvoterapia (H.
segmentaria e H. semidiaphana). A - infiltrado constituido por células mononucleares. B - proliferagdo de
fibroblastos e formacéo de vasos sanguineos na regido central da leséo. C - Colagenizagdo concluida, com fibras
colagenas agrupadas e organizadas em feixes irregulares e D - reepitelizacdo avangada com varios foliculos
pilosos visiveis na epiderme e derme.
Fonte: dados da pesquisa

Scores histologicos

3°dia

No 3° dia, o infiltrado polimorfonuclear esteve presente em todos os grupos, variando
de discreto a moderado. Em H. semidiaphana, predominou intensidade discreta, enquanto em
Colagenase 0s scores oscilaram entre discreto e moderado (p = 0,07; Tabela 3).
Microscopicamente, o infiltrado era composto majoritariamente por neutréfilos dispersos no
tecido de granulagdo inicial. O infiltrado mononuclear foi mais acentuado no grupo Colagenase,
com predominio de macrofagos e linfocitos, contrastando com menor intensidade em H.
semidiaphana. O grupo H. segmentaria apresentou infiltrado acentuado e a solugdo salina

mostrou padrdo heterogéneo (p = 0,01; Tabela 4).
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Tabela 3. Frequéncia de células polimorfonucleares: frequéncia absoluta dos escores atribuidos a alteracéo
histoldgica avaliada nos diferentes grupos experimentais (Colagenase, Solucdo salina 0,9%, TL —H.
semidiaphana e TL— H. segmentaria) nos dias 3, 7 e 14 po6s-tratamento. Valores de p indicam a significancia
estatistica para as comparac¢des entre grupos em cada tempo de avaliacdo.

Dia Tratamento Auséncia Discreto Moderado Acentuado p-valor
Colagenase 0 2 0
Solucdo Salina (0,9%) 2
TL - H. semidiaphana 0
TL - H. segmentaria 2
Colagenase 0
Solugdo Salina (0,9%) 2
TL- H. semidiaphana 4
3
0
0
3
4

3° 0,07

7° 001

TL- H. segmentaria
Colagenase

Solucdo Salina (0,9%)
TL- H. semidiaphana

TL- H. segmentaria
Fonte: dados de pesquisa

14° 0,002
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Tabela 4. Frequéncia de células mononucleares: frequéncia absoluta dos escores atribuidos a alteragdo
histologica avaliada nos diferentes grupos experimentais (Colagenase, Solu¢éo salina 0,9%, TL — H.
semidiaphana e TL— H. segmentaria) nos dias 3, 7 e 14 p6s-tratamento. Valores de p indicam a significancia
estatistica para as comparagdes entre grupos em cada tempo de avaliacédo.

Dia Tratamento Auséncia Discreto Moderado Acentuado p-valor
Colagenase 0 0 0 4
Solucgéo Salina (0,9%) 2
TL - H. semidiaphana 0
TL - H.segmentaria 0
Colagenase 0
Solugéo Salina (0,9%) 0
TL- H. semidiaphana 0
0
0
0
0
0

3° 0,01

7° 0,002

TL- H. segmentaria
Colagenase

Solucéo Salina (0,9%)
TL- H. semidiaphana
TL- H. segmentaria
Fonte: dados de pesquisa

14° 0,09
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A proliferagdo vascular foi moderada em Colagenase e H. segmentaria, ausente em
quatro animais de H. semidiaphana e varidvel na solucdo salina (p = 0,03; Tabela 5).
Histologicamente, caracterizou-se por vasos de pequeno calibre, revestidos por endotélio ativo
e envolvido por matriz frouxa. Na proliferacdo fibroblastica foi acentuada em H. segmentaria,
moderada em H. semidiaphana e variou entre discreta e acentuada nos controles (p = 0,04;
Tabela 6).
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Tabela 5. Frequéncia de proliferagdo vascular: frequéncia absoluta dos escores atribuidos a alteracdo histold gica
avaliada nos diferentes grupos experimentais (Colagenase, Solucdo salina 0,9%, TL — H. semidiaphana e TL -
H. segmentaria) nos dias 3, 7 e 14 po6s-tratamento. Valores de p indicam a significancia estatistica para as
comparac@es entre grupos emcada tempo de avaliacéo.

Dia Tratamento Ausencia Discreto Moderado Acentuado p-valor
Colagenase 0 0 4 0

3 Solucdo Salina (0,9%) 2 0 1 1 003
TL - H. semidiaphana 4 0 0 0 ’
TL - H. segmentaria 0 0 4 0
Colagenase 0 0 2 2

70 Solugdo Salina (0,9%) O 4 0 0 0.05
TL- H. semidiaphana 0 2 2 0 '
TL- H. segmentaria 0 0 4 0
Colagenase 0 2 0 2

o Solucdo Salina (0,9%) 2 2 0 0

14 TL- H. semidiaphana 0 2 2 0 0005

TL- H. segmentaria 0 4 0 0

Fonte: dados da pesquisa

Tabela 6. Frequéncia de proliferagédo fibroblastica: frequéncia absoluta dos escores atribuidos a alteragéo
histologica avaliada nos diferentes grupos experimentais (Colagenase, Solugéo salina 0,9%, TL — H.
semidiaphana e TL— H. segmentaria) nos dias 3, 7 e 14 pds-tratamento. Valores de p indicam a significancia
estatistica para as comparagdes entre grupos em cada tempo de avaliacédo.

Dia Tratamento Auséncia Discreto Moderado Acentuado p-valor
Colagenase 0 2 0 2
Solugdo Salina (0,9%) 2
TL - H. semidiaphana 0
TL - H. segmentaria 0
Colagenase 0
Solucdo Salina (0,9%) 0
TL- H. semidiaphana 0
0
0
0
0
2

3° 0,04

7° 001

TL- H. segmentaria
Colagenase

Solucdo Salina (0,9%)
TL- H. semidiaphana
TL- H. segmentaria

14° 001
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Fonte: dados da pesquisa

A colagenizacdo mostrou-se mais avangada nos grupos larvais, com fibras densas e
organizadas, especialmente em H. segmentaria (score acentuado). Em contraste, Colagenase
apresentou fibras desorganizadas e score discreto (p = 0,003; Tabela 7). A reepitelizacdo foi
mais pronunciada em H. segmentaria, moderada em H. semidiaphana e variando entre discreto

e moderado nos controles (p = 0,01; Tabela 8).
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Tabela 7. Frequéncia de colagenizagdo: frequéncia absoluta dos escores atribuidos a alteracéo histoldgica
avaliada nos diferentes grupos experimentais (Colagenase, Solucgéo salina 0,9%, TL — H. semidiaphana e TL—
H. segmentaria) nos dias 3, 7 e 14 po6s-tratamento. Valores de p indicam a significancia estatistica para as
comparacdes entre grupos em cada tempo de avaliagdo.

Dia Tratamento Auséncia Discreto Moderado Acentuado p-valor
Colagenase 0 4 0 0
Solucéo Salina (0,9%) 2
TL - H. semidiaphana 0
TL - H.segmentaria 0
Colagenase 0
Solucéo Salina (0,9%) 0
TL-H. semidiaphana 0
0
0
0
0
0

3 0,003

70 0,04

TL- H. segmentaria
Colagenase

Solucéo Salina (0,9%)
TL- H. semidiaphana
TL- H. segmentaria

14° 0,03
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Fonte: dados da pesquisa

Tabela 8. Frequéncia de reepitelizacdo: frequéncia absoluta dos escores atribuidos a alteragdo histologica
avaliada nos diferentes grupos experimentais (Colagenase, Solucdo salina 0,9%, TL — H. semidiaphana e TL—
H. segmentaria) nos dias 3, 7 e 14 pds-tratamento. Valores de p indicam a significancia estatistica para as
comparag@es entre grupos emcada tempo de avaliagéo.

Dia Tratamento Auséncia Discreto Moderado Acentuado p-valor
Colagenase 0 2 2 0

30 Solucéo Salina (0,9%) 0 3 1 0 001
TL - H. semidiaphana 0 0 3 1 ’
TL - H. segmentaria 0 0 1 3
Colagenase 0 2 2 0

70 Solucéo Salina (0,9%) O 2 2 0 1
TL- H. semidiaphana 0 0 4 0
TL- H.segmentaria 0 2 2 0
Colagenase 0 2 0 2

140 Solucdo Salina (0,9%) 0 0 4 0 001
TL- H. semidiaphana 0 0 2 2 '
TL-H.segmentaria 0 0 1 3

Fonte: dados da pesquisa

7° dia
No 7° dia, o infiltrado polimorfonuclear permaneceu elevado em Colagenase
(acentuado), enquanto os grupos de terapia larval, sobretudo H. semidiaphana, apresentaram
auséncia ou intensidade discreta (p = 0,01; Tabela 3). O infiltrado mononuclear seguiu padréo
semelhante, com maior intensidade em Colagenase e menor nos grupos com larvas (p = 0,002;
Tabela 4). Morfologicamente, nos grupos larvais exibiram resolucdo inflamatdria, com
predominio de fibroblastos e matriz em maturagdo, ao passo que 0s controles ainda
apresentavam focos inflamatorios ativos.
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A proliferagdo vascular foi persistente em Colagenase, mas reduzida nos grupos larvais
(p = 0,05; Tabela 5). A proliferacdo fibroblastica manteve-se acentuada em H. segmentaria,
moderada em H. semidiaphana e Colagenase, e variavel na solucdo salina (p =0,01; Tabela 6).
Aa colagenizacdo foi mais intensa em H. segmentaria (score acentuado e fibras agrupadas),
moderada em H. semidiaphana, e discreta nos controles (p = 0,04; Tabela 7). A reepitelizacdo
foi semelhante entre os grupos (p = 1,0; Tabela 8), embora nos grupos larvais a epiderme ja

exibisse camada cornea continua, ausente nos controles.

14° dia

No 14° dia, o infiltrado polimorfonuclear manteve-se acentuado apenas em Colagenase,
enquanto nos demais grupos foi ausente ou discreto (p = 0,002; Tabela 3). O infiltrado
mononuclear mostrou tendéncia a resolugdo, com scores discretos ou ausentes em todos 0s
grupos, sem diferenca estatistica significativa (p = 0,09; Tabela 4).

A proliferacdo vascular foi persistente em Colagenase (moderada e acentuada), mas
discreta ou ausente nos grupos larvais (p = 0,005; Tabela 5). A proliferacdo fibroblastica
diminuiu em todos o0s grupos, manteve-se menos intensa nos tratados com larvas (p = 0,01;
Tabela 6). A colagenizacdo foi mais evidente em H. segmentaria (acentuada), seguida de H.
semidiaphana (moderada), e permaneceu menor nos controles (p = 0,03; Tabela 7). A
reepitelizacdo atingiu padrdo acentuado na maioria dos animais tratados com H. segmentaria,

enquanto nos demais grupos variarou entre discreto e acentuado (p = 0,01; Tabela 8).

Quantificacdo dos mastocitos

A quantificacdo do percentual de mastocitos revelou diferencas consistentes entre 0s
grupos ao longo do experimento. No 3° dia (Figura 8), Colagenase e solucdo salina
apresentaram médias semelhantes (16,5% + 2,72 e 16,5% + 2,40, respectivamente), enquanto
H. semidiaphana mostrou valor intermediario (14,8% + 0,48) e H. segmentaria registrou o
menor percentual (10% + 1,35). Apesar da tendéncia de reducdo nos grupos tratados com larvas,
especialmente em H. segmentaria, a diferenca ndo foi estatisticamente significativa (p = 0,09),
sugerindo que, nos estagios iniciais, 0s tratamentos ainda ndo haviam impactado de forma

expressiva 0 recrutamento de mastocitos.
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Figura 7: Percentual médio de mastécitos (média + EP) no 3° dia de avaliagdo nos diferentes grupos
experimentais: Colagenase, Solucdo salina 0,9%, TL — H. semidiaphana e TL — H. segmentaria. Ndo houve
diferenca entre os grupos (p =0,09).

Fonte: dados da pesquisa

No 7° dia (Figura 9), observou-se aumento da frequéncia de mast6citos nos grupos
Colagenase (17,8% = 1,89) e solugdo Salina (20,2% + 1,31), enquanto 0s grupos tratados com
larvas mantiveram valores inferiores: H. semidiaphana (14,8% = 0,63) e H. segmentaria (12%
+ 1,35). Nesse periodo, a diferenca entre os tratamentos foi estatisticamente significativa (p <

0,05), indicando que a terapia larval contribuiu para limitar o acumulo dessas células na fase
inflamatdria intermediaria.

25 *p<0.05*

20
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Percentual de mastdcitos (%)

Colagenase Solugdo Salina (0.8 %) TL - H. segmentaria TL - H. semidiaphana

Tratamento

Figura 8: Percentual médio de mastdcitos (média + EP) no 7° dia de avaliacdo. Os grupos tratados com
terapia larval apresentaram percentuais significativamente menores em comparagdo aos grupos Colagenase e
Solucdo salina (p = 0,01).
Fonte: dados da pesquisa
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No 14° dia (Figura 10), essa tendéncia tornou-se mais evidente. Colagenase e solugao
Salina apresentaram 0s maiores percentuais de mastdcitos (26,8% + 9,73 e 26,5% * 2,90,
respectivamente), enquanto H. segmentaria (8,3% + 0,48) e H. semidiaphana (8% + 0,41)
permaneceram em niveis significativamente mais baixos (p < 0,05). Esses achados reforcam
que aterapia larval modulou aresposta inflamatoria ao longo do processo cicatricial, reduzindo

a participacdo dos mastocitos e favorecendo um microambiente mais propicio a reparacdo

tecidual.
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Figura 9: Percentual médio de mastdcitos (média + EP) no 14° dia de avaliagdo. Observa-se
reducdo expressiva nos grupos tratados comterapia larval em relacdo aos grupos Colagenase
e Solugéo salina (p < 0,05).

Fonte: dados da pesquisa

DISCUSSAO
Avaliagcdo macroscopica e contracdo da lesdo cutanea

A terapia larval apresentou vantagens no desbridamento e limpeza das lesdes nas
primeiras 48 horas, confirmando sua capacidade de degradar biofilmes bacterianos e remover
tecido desvitalizado por meio das excrecBes e secrecbes (ES) das larvas, ricas em enzimas
proteolificas como serina-proteases, metaloproteases e colagenases, que atuam na degradacao
do tecido necrético e remodelacdo da matriz extracelular 23-27 Além do efeito enzimatico e
mecanico, observou-se reducdo precoce do odor fétido, associado a diminuicdo da carga
bacteriana, efeito ja documentado na literatura 28,29

Na fase proliferativa (7° dia), H. segmentaria apresentou maior reducdo da area da lesédo
em comparagdo aos demais grupos, reforcando evidéncias de que a terapia larval acelera a

formacdo de tecido de granulacdo mesmo em condicdes de hiperglicemia, que compromete a
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atividade de fibroblastos, células endoteliais e a sintese de colageno39-32, A acdo combinada de
desbridamento seletivo, modulacdo microbiana e estimulo tecidual parece favorecer uma
progressao mais rapida e eficiente da caracterizacdo em relacdo a tratamentos convencionais,
como a colagenase ou a irrigagdo com solugéo salina.

Apesar dos beneficios, a literatura apresenta resultados heterogéneos quanto ao tempo
total até o fechamento da ferida 33,34, possivelmente devido a diferencas metodoldgicas
(tamanho amostral, etiologia das lesdes, protocolos e terapias associadas). Dessa forma, a
terapia larval deve ser considerada uma estratégia eficaz para preparo do leito da ferida, criando
um ambiente favoravel para terapias subsequentes e reduzindo complicacbes como biofilmes
persistentes, odor e excesso de exsudato.

A analise da contracdo das lesdes ao longo de 14 dias corroborou com esses achados:
0S grupos tratados com larvas exibiram contracdo superior desde as primeiras avaliagoes,
indicando resposta tecidual precoce e sustentada. Esse efeito resulta tanto do desbridamento
rapido quanto do estimulo a formacdo de tecido de granulagdo, como descrito por Bazalinski et
al.28, A manutencdo desse padrdo até o final do periodo experimental sugere contribuicdo
continua da terapia para modulacdo bacteriana e a remocdo de barreiras fisicas a cicatrizacdo,
favorecendo proliferacdo celular e angiogénese 18, 23,37, 38,

Em conjunto, os resultados sustentam aterapia larval como ferramenta eficaz no manejo
de feridas, integrando desbridamento seletivo, controle microbiano e estimulo regenerativo.
Além disso, indicam que espécies neotropicais como H. segmentaria e H. semidiaphana
apresentam desempenho compardvel ao de espécies tradicionalmente utilizadas na pratica

clinica, configurando alternativas promissoras em regides de alta biodiversidade.

Avaliacao histoldgica das lesdes

A andlise histologica evidenciou diferencas relevantes entre os tratamentos em ambiente
hiperglicEmico. Nos grupos colagenase e solugdo salina, observou-se persisténcia de infiltrado
inflamatdrio polimorfonuclear e mononuclear até o sétimo dia, refletindo manutencdo do estado
inflamatorio, caracteristica comum em feridas diabéticas devido a dificuldade de transicdo de
macréfagos M1(fenétipo associado a agdo inflamatéria) para M2 (acdo regenerativa)3-’. Em
contraste, a terapia larval reduziu significativamente a intensidade inflamatoria ja no sétimo
dia, possivelmente devido a presenca de enzimas proteoliticas e de peptideos antimicrobianos,
bem como moléculas imunomoduladoras como alantoina e acido Urico, presentes nas secregdes

larvais 23-27.37,
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Outro achado importante foi a modulagdo da angiogénese e da proliferagéo
fibroblastica. Nos grupos tratados com larvas, esses processos ocorreram de forma mais
equilibrada, ao contrario dos controles, que apresentaram proliferacdo resistente e
desorganizada, sobretudo com colagenase. A menor intensidade de neovascularizacdo no 14°
dia sugere estagio mais avancado de maturacdo tecidual nos grupos larvais, enquanto nos
controles ainda predominavam sinais inflamatérios. A proliferacdo fibroblastica, mais evidente
em H. segmentaria, associou-se a deposicdo organizada de colageno, confirmado ambiente
favordvel a remodelacdo da matriz extracelular, resultado semelhante ao observado por
Tombulturk et al. (2017) 32 com Lucilia sericata.

A colagenizacdo foi outro ponto de destaque: 0s grupos larvais apresentaram deposicao
precoce e organizada de fibras colagenas, mantida até o 14° dia, em contraste com a deposicdo
tardia e desorganizada observada nos controles. Esse efeito esta relacionado a presenca de
colagenases e metaloproteases enddgenas nas secrecdes larvais, capazes de degradar tecido
desvitalizado e estimular sintese de matriz extracelular estavel 25,25, A reepitelizacdo
acompanhou esse padrdo, sendo mais evidente nos grupos larvais, com epitélio estratificado e
formacdo de camadas de queratina.

Quanto aos mastocitos, observou-se elevagdo progressiva nos grupos controle, enquanto
os tratados com larvas mantiveram valores baixos e estiveis até o 14° dia. Esse achado é
relevante, ja que os mastocitos, embora participem da angiogénese e remodelacdo, também
estdo associados a perpetuacdo da inflamacdo e a fibrose em ambientes desfavoraveis 472
Assim, amenor ativagdo dessas células nos grupos larvais reforga o papel modulador da terapia.

Em sintese, a histopatologia confirmou que a terapia larval, especialmente com H.
segmentaria, promove cicatrizagdo ordenada, caracterizada por resolugdo precoce da
inflamacdo, deposicdo eficiente de colageno e reepitelizacdo acelerada. Esses resultados
corroboram a literatura que reconhece a larvoterapia ndo apenas como agente de desbridamento,
mas também como moduladora do microambiente inflamatério, favorecendo a transicdo para

fases mais avancadas da cicatrizagdo 10.15, 16 28 29 33 34 39 41

CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a terapia larval com Hemilucilia segmentaria e
Hemilucilia semidiaphana foi mais eficaz que os tratamentos convencionais com colagenase e
solucdo salina na cicatrizacdo de feridas cutdneas em modelo experimental de diabetes.

Macroscopicamente, 0s grupos tratados com larvas apresentaram desbridamento mais réapido,
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menor inflamacdo e maior contracdo da ferida, enquanto nos controles houve persisténcia de
necrose e odor fétido.

A andlise histologica confirmou tais achados, evidenciando menor intensidade
inflamatdria, deposicdo organizada de colageno, proliferacdo fibroblastica e vascular adequadas
e reepitelizacdo precoce. Alem disso, a menor quantidade de mastdcitos nos grupos tratados
indicou modulagdo da resposta inflamatoria. Os resultados reforcam que a terapia larval atua
ndo apenas como método de desbridamento bioldgico, mas também como moduladora do
microambiente inflamatorio e estimuladora da reparacdo tecidual, mesmo sob hiperglice mia
cronica.

Entre as espécies testadas, H. segmentaria apresentou desempenho ligeiramente
superior, sugerindo potencial clinico ampliado. Assim, a terapia larval desponta como
alternativa promissora para 0 manejo de feridas complexas, com efeitos antimicrobianos,

debridantes e imunomoduladores, merecendo investigacdo em cenarios clinicos aplicados.
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9. DISCUSSAO GERAL

A cicatrizacdo de feridas cronicas depende da quebra do ciclo de biofilme, necrose e
inflamacdo desregulada. Nesse cenario, aterapia larval, tradicionalmente realizada com Lucilia
sericata, tem recebido crescente atencdo cientifica por combinar desbridamento bioldgico
seletivo, controle de carga microbiana/biofilme e modulacdo imunologica, favorecendo a
transicdo da ferida para fases proliferativa e de remodelamento (Stadler, 2022).

Conforme discutido acerca das implicacbes imunolégicas na interacdo parasito-
hospedeiro (Capitulo 1), uma contribuicdo central da TL é conter a inflamacdo patologica. Em
relacdo a imunorregulacdo, estudos in vitro demonstram que as secrecdes/excrecbes (ES)
larvais induzem respostas pro-inflamatorias de monocitos (| TNF-a, | IL-12p40; 1 IL-10), por
via CAMP-dependente, sem comprometer a defesa antimicrobiana (Van Der Plas et al., 2009).
Em neutréfilos, também atenuam mdltiplas respostas inflamatdrias (Van Der Plas et al., 2007)
e modulam o sistema complemento (] C3a/C5a; bloqueio de C5b-9), reduzindo quimiotaxia e
ativacdo neutrofilica excessivas (Tamura et al., 2017). Esse “rebaixamento fino” da inflamagéao
é particularmente relevante em Ulceras do pé diabético, nas quais ha excesso de citocinas e
proteases.

Dados in vivorecentes confirmam esses achados. Gazi et al. (2025) observaram que, em
Ulceras de diabéticos, a TL promoveu maior reducdo de neutrofilos/macréfagos M1 e aumento
de M2/T/B, além de recuperacdo completa que o desbridamento cirlrgico. Assim, 0 mecanismo
imunomodulador conecta-se diretamente as consequéncias clinicas.

Quanto a atividade antimicrobiana, feridas cronicas frequentemente abrigam biofilmes
multiespécies (p. ex., S.aureus, P. aeruginosa), resistentes a antibiéticos e a imunidade. As ES
de L. sericata inibem formacdo e desorganizam biofilmes, com acdo sinérgica a antibioticos,
eliminando bactérias com maior eficAcia que farmacos isolados (Van Der Plas et al., 2008;
2010). Outras investigacdes estendem o efeito a biomateriais e espécies adicionais (p. ex., S.
epidermidis, E. cloacae), reforcando a acdo antibiofilme transversal das secrecGes larvais.
Mecanismos  implicados incluem  proteases termo-sensiveis, DNases e peptideos
antimicrobianos, como a lucifensina (Bohova et al., 2014).

Alem disso, a TL mostrou efeito antibiofilme superior a varios curativos/enzimas
isoladas, e acdo sinérgica com antibidticos na remocdo de S. aureus em biofilme — vantagem
dificil de replicar com hidrogel ou alginato sem adjuvantes (Van Der Plas et al., 2008). No

estudo com Ulceras de pé diabético desenvolvido por Motley et al. (2018) o ECR mostrou a
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colagenase superior a produto com prata como adjuvante ao desbridamento, mas sem a
componentizacdo antibiofilme/imunomoduladora tipica da TL; na préatica, TL e colagenase nédo
sdo excludentes, podendo ser sequenciais e ou associadas com outras terapias como presséo
negativa (TL para ‘zerar” Dbiofilme/necrose; enzimas/pressdo negativa para avangar
granulagéo/epitelizacéo).

Evidéncias recentes sugerem atividade antibacteriana direta dos “secretomas” larvais
contra Gram-positivos e Gram-negativos, inclusive como adjuvantes a antibioticos. Essa
dimensdo antimicrobiana, somada ao desbridamento seletivo, reduz substrato para biofilmes e
melhora a penetracdo de terapias topicas/sistémicas (Kaihanfar et al., 2018).

Ensaios reforcam essa vantagem: enquanto Dumwville et al. (2009), mostraram que a TL
reduziu significativamente o tempo até o desbridamento em Ulceras venosas, embora sem
diferenca em tempo de cicatrizagdo final, e com aumento de dor durante o desbridamento
(aspecto manejavel com analgesia e escolha de “bagged larvae™). Ja o estudo de Gaz et al.
(2025) evidenciaram em pés diabéticos, menos sessdes e maior taxa de recuperacdo completa
versus desbridamento cirdrgico. Convergem, portanto, a sinais de eficiéncia de desbridamento
e modulagdo imune que podem se traduzir em reducdo de procedimentos.

Quanto a custo-efetividade, os resultados sdo mistos. Em Ulceras venosas, ndo houve
vantagem econbmica frente ao hidrogel, apesar do desbridamento mais rapido (Soares et al.,
2009). Contudo, em Ulceras do pé diabético, ha indicios de melhor valor quando se contabilizam
menor ndmero de sessdes e progressdo mais rapida do leito da ferida, embora a qualidade da
evidéncia ainda peca ECRs maiores (Motley et al., 2018).

Contudo, a dependéncia quase exclusiva de L. sericata limita a aplicacdo da TL em
regides tropicais. Guias recentes de bioprospeccdo recomendam avaliar espécies neotropicais
estritamente necréfagas, ndo causadoras de miiases obrigatorias e passiveis de criacdo
desinfectada, seguindo etapas de validagdo que incluem ensaios in vitro, in vivo e clinicos,
preferencialmente com larvas confinadas em bolsas (bagged larvae) para maior seguranga
(Thyssen; Stadler, 2022).

Na Amazbnia, as espécies Hemilucilia segmentaria e H. semidiaphana da familia
Calliphoridae, se destacam como candidatas potenciais. Embora ainda sem ensaios clinicos
publicados de TL com Hemilucilia, os avancos apontados neste estudo evidenciaram o0
potencial larvoterdpico das espécies. Cabe ressaltar que outras espécies ndo-tradicionais como
Chrysomya megacephala ja demonstraram bioatividade pela andlise de homogenatos, onde

exibiam atividade antimicrobiana contra E. coli, S. aureus e B. subtilis, sugerindo um “arsenal”

145



bioquimico compartilhado entre califorideas que pode ser explorado na TL, desde que
cumpridos os critérios de seguranga sanitaria e ética clinica (Chaiwong et al., 2016; Mohamed;
Azam, 2022).

Em busca de viabilizar a TL com espécies alternativas, o presente estudo avangcou na
criacdo e reproducdo dessas espécies em laboratério, embora sem oviposicdo consistente em
cativeiro. Por serem assinantropicas, evitam ambientes humanos e apresentam baixo risco
sanitario. A coleta em areas de preservacdo forneceu ovos em quantidade suficiente para
esterilizacdo e aplicacdo experimental, com hipoclorito de sodio a 1% sendo a solucdo mais
eficaz, confirmando literatura prévia (Limsopatham et al. 2017). Apesar de alternativas como
formaldeido apresentaram forte acdo bactericida, resultaram em baixa eclodibilidade larval,
inviabilizando seu uso.

Ao que diz respeito, a reproducdo das espécies em condi¢cbes de laboratério, até o
presente momento, ndo foi possivel alcancar F1 (primeira geracdo filial de moscas em
condicdes de laboratdrio). A oviposicdo descrita neste manuscrito, foi observada de forma
excepcional em cativeiro ou adquirida horas depois da coleta das fémeas adultas no campo. Foi

constatado que houve cOpula e algumas fémeas se encontravam cheia de ovos (figura 16),

porém ndo foi suficiente para oviposicao.

Figura 16 - Moscas criadas em laboratorio cheias de ovos
Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Apoés as tentativas de replicar o estudo de Gama et al. (2021) buscou-se adaptar o
método de criacdo em laboratorio ao minimo de intervencdo humana possivel. Todavia ndo

houve estimulo suficiente para oviposicdo em massa.
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Para amenizar adificuldade de acesso aos 0vos das espécies, necessarios para 0 processo
de desinfeccdo, buscou-se coletar as espécies no ponto de trilha da Area de Preservacdo
Ambiental (APA) localizada no entorno das instalacbes prediais do Campus da Universidade
Federal do Amazonas- Setor Sul.

A coleta foi exitosa, onde verificou-se um grande nimero de ambas as espécies, apenas
em meio periodo do dia. A quantidade de ovos retirados do substrato era mais que suficie nte
para 0 processo de desinfeccdo dos ovos e posterior aplicacdo das larvas na TL. Desse modo,
ndo houve empecilho para aplicacdo das larvas.

A aplicacdo de espécies amazonicas reduz a dependéncia de importacdo e adapta a TL
as condices locais, mantendo consisténcia imunolégica e antimicrobiana conforme descritos
no Capitulo 1(Oliveira et al., 2025) e demonstrando beneficio macro e histoldgico mesmo em

condi¢Oes hiperglicémicas (Tombulturk et al., 2017).
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10. CONCLUSAO GERAL

Esta tese investigou o potencial larvoterapico das espécies (H. segmentaria e H.
semidiaphana) no reparo tecidual de lesdes cutdneas de ratos diabéticos, questionando se tais
espécies conseguiam debridar seletivamente tecido desvitalizado e se em comparagdo a
tratamentos convencionais aceleraram o processo de cicatrizagao.

A viabilidade terapéutica buscou integrar trés frentes: (i) Compreensdo dos mecanismos
imunomoduladores, antibiofilme e desbridamento da terapia larval (TL) em espécie ja validada
para TL em revisdo integrativa da literatura; (i) desenvolvimento de protocolo laboratorial de
criacdo e desinfeccdo dos ovos para aplicacdo clinica; e (iii) Ensaio pré-clinico randomizado
em ratos diabéticos, comparando TL, colagenase e solugdo salina.

Dentre as hipoteses estabelecidas para este estudo, concluiu-se:

A hip6tese Hla (desbridamento seletivo): foi sustentada pela promocdo de
desbridamento  seletivo do tecido desvitalizado, sem danificar o0 tecido vidvel.
Macroscopicamente, as feridas tratadas apresentaram liquefacdo/degradacdo e remocédo
eficiente do necrosado com duas abordagens dentro de 48 hs, com formagdo de bordas bem
delineadas e tecido de granulagdo saudavel emergindo rapidamente. Ao nivel histologico, a TL
com ambas as espécies revelou uma reducdo drastica do tecido desvitalizado acompanhado por
uma proliferacdo robusta de fibroblastos e capilares, que indicam formacdo precoce de tecido
de granulagdo, além da regulacdo inflamatoria que apoia a transicdo entre as fases de
cicatrizacdo. Desse modo, sendo consistentes com a seletividade tecidual tipica para terapia
larval.

A hipétese H1b (a TL acelera o reparo tecidual): foi confirmada pela superioridade
da contracdo da lesdo cutanea no decorrer dos 14 dias de avaliagdo, apresentando contracdo até
15,2% superior acolagenase e 7,9% maior em relacdo asolucdo salina, além de maior deposicdo
de colageno e reepitelizacao.

Considerando os capitulos que integram essa tese, obteve-se os seguintes desfechos:

A revisdo integrativa mostrou que as excrecOes/secrecdes (ES) de larvas reduzem
respostas pré-inflamatoérias (neutréfilos/mondcitos), inibem complemento sem perder atividade
antimicrobiana e quebram biofilmes, favorecendo a transicdo para fase proliferativa.

O protocolo de criacdo em laboratério, ajustado ao microclima amazonico (27-29 °C;
80+ 10% UR; 12/12 h) determinou o ciclo ovo—adulto ~ 10,1 d para H. semidiaphana e ~ 12,2
d para H. segmentaria; e aesterilizacdo dos ovos com NaClO 1% entregaram lotes estereis com

bom rendimento. Todavia, a oviposicdo em condi¢bes de laboratdrio ndo foi alcancada.
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No ensaio pré-clinico, no 3° dia de avaliagdo houve melhora dos sinais flogisticos em
todos 0s grupos, mas a TL mostrou ser superior quanto ao desbridamento de tecido
desvitalizado, gestdo do exsudato e controle de microrganismos; no 7° dia, a H. segmentaria
apresentou vantagem pontual na contracdo da lesdo, colagenizagdo e reepitelizacdo quando
comparado a solucdo salina e colagenase, porém com tendéncia de desempenho semelhante
entre as duas Hemilucilia. No 14° dia verificou-se fechamento parcial ou total das lesdes, com
epitelizacdo e/ou formagdo de crosta, exceto no grupo tratado com colagenase, que manteve
areas residuais de lesdo. Deste modo, validando ambas as espécies como candidatas a aplicacao
clinica.

A quantificagdo de mastocitos demonstrou diferencas significativas entre 0s
tratamentos, com menores percentuais nos grupos submetidos a terapia larval, indicando
modulacdo importante da resposta inflamatoria e contribuindo para reduzir o risco de
cicatrizacdo deficiente ou fibrose desorganizada.

Em sintese, os achados reforcam o potencial da larvoterapia com H. segmentaria e H.
semidiaphana, mas evidenciam a necessidade de novos ensaios pré-clinicos randomizados para
elucidar respostas imunologicas especfificas de cada espécie e sua relevancia causal no reparo
de lesdes cutaneas. Esses estudos, idealmente em modelos diabéticos reprodutiveis e com
amostras dimensionadas, permitirdo distinguir efeitos espécie-especificos de fendbmenos gerais
da terapia larval, acelerando a translacdo para protocolos clinicos adaptados a fauna local e

otimizando desfechos de cicatrizacdo em feridas cronicas.
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11. PERSPECTIVAS

Os resultados apresentados nesta tese evidenciam o potencial terapéutico das espécies
Hemilucilia segmentaria e Hemilucilia semidiaphana no reparo de lesbes cutdneas em modelo
experimental de diabetes mellitus, fortalecendo o papel promissor da terapia larval como
recurso de baixo custo, eficaz e adaptavel as realidades tropicais, como a Amazbnia. A
constatacdo de que essas espécies alternativas contribuem para o desbridamento, estimulacao
da granulagdo e controle da infllmacdo local reforca a necessidade de aprofundamento no
estudo de sua composicdo bioquimica, em especial quanto aos metabdlitos secundarios com
acdo antimicrobiana, imunomoduladora e pro-regenerativa especifica.

Estudos futuros poderdo concentrar-se na caracterizacdo molecular dos exsudatos
larvais, visando identificar peptideos antimicrobianos, proteases especificas e fatores de
crescimento liberados durante o processo terapéutico. A partir disso, sera possivel isolar,
sintetizar ou potencializar compostos bioativos com aplicacdo clinica direta em produtos
topicos farmacéuticos, especialmente para populagdes com feridas cronicas de dificil manejo,
como 0s pacientes diabéticos. A tecnologia de protedmica e metabolémica aplicada as
secrecdes larvais poderd, inclusive, impulsionar o desenvolvimento de curativos intelige ntes
baseados em biomoléculas derivadas de larvas.

Outra perspectiva importante € o estudo da interacdo imunologica entre larvas e tecido
hospedeiro, com énfase na modulagcdo da resposta inflamatoria crénica presente em feridas
diabéticas. Avaliar o impacto da larvoterapia sobre a dindmica de mastdcitos, neutréfilos,
macréfagos e fibroblastos em diferentes momentos da cicatrizacdo poderd esclarecer
mecanismos celulares responsaveis pela aceleracdo do reparo tecidual. Este conhecimento
podera direcionar terapias combinadas, associando larvoterapia a agentes imunomoduladores
que favorecam uma resposta mais eficiente e menos fibrogénica.

Para estudos subsequentes, aaplicacdo de estratégias que visam condicionar o ambiente
artificial do laboratério ao vivenciado no habitat original das espécies assinantrépicas H.
segmentaria e H. semidiaphana torna-se indispensadvel para fortalecer o uso terapéutico das
larvas, uma vez que a producdo em massa de lotes estéreis, viabilizado pela oviposicdo em
laboratério e manutencdo da colbnia facilitaria o tratamento concomitante de pacientes e
favorece a importacdo para outras localidades, difundindo a terapia larval como terapéutica
alternativa ou de primeira escolha para tratamento de lesbes de dificil cicatrizag&o.

Por fim, destaca-se arelevancia de ensaios clinicos futuros em humanos, que avaliem

a seguranca, eficacia e custo-beneficio da aplicacdo de H. segmentaria e H. semidiaphana em
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pacientes com lesbes cronicas, especialmente Ulceras de pé diabético. A incorporacdo desses
bioinsumos em protocolos do Sistema Unico de Satde (SUS), respeitando critérios técnicos,
bioéticos e sanitarios, pode representar uma virada no manejo das lesGes cronicas no Brasil,
especialmente em contextos de desigualdade socioecondbmica. A continuidade dessa linha de
pesquisa representa ndo apenas uma inovacdo biomédica, mas também uma valorizacdo dos

recursos bioldgicos da biodiversidade amazonica.
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RESUMO

Trata-se de um estudo piloto que tem por objetivo realizar a inducio de Diabetes Mellitus e Ulceras
Diabéticas em Ratos Wistar. Foram utilizados 20 ratos machos com aproximadamente 300-350 gramas.
Apos aplicagao de dieta hiper glicosada, os ratos foram induzidos ao diabetes com 70mg/Kg de
Estreptozotocina via intraperitoneal. Confirmado o diabetes, lesdes subcutaneas ocasionados por solugao
de acido cloridrico no dorso dos ratos foram induzidas. Durante o estudo acompanhou-se peso, nivel
glicémico, comportamento, sinais e sintomas, e a avaliagdo do processo de cicatrizacdo da lesdo seguiu o
método observacional macroscopico. O processo de inducao do Diabetes Mellitus e da ulcera foi exitoso,
apesar do grande quantitativo de Obitos dos espécimes durante o experimento. A cronicidade do processo
cicatricial foi confirmada e condizente com a acao da doenga no organismo. Diante das limitacdes do
estudo, ndo é crivel atribuir qualquer demora na cicatrizacdo apenas a um fator causal. Julga-se
indispensavel novos estudos para sanar questionamentos.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus 1; Ulcera cutanea 2; Experimento de Laboratorio 3; Cicatrizacio 4;
Ratos Wistar 5.
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ABSTRACT

This is a pilot study that aims to induce Diabetes Mellitus and Diabetic Ulcers in Wistar Rats. 20 male rats
weighing approximately 300-350 grams were used. After application of a hyper glucose, the rats were
induced to diabetes with 70 mg/kg of Streptozotocin intraperitoneally. Once diabetes was confirmed,
subcutaneous lesions caused by hydrochloric acid solution on the back of the rats were induced. During the
study, weight, glycemic level, behavior, signs and symptoms were monitored, and the evaluation of the
wound healing process followed the macroscopic observational method. The process of inducing Diabetes
Mellitus and ulcers was successful, despite the large number of specimen deaths during the experiment.
The chronicity of the scarring process was confirmed and consistent with the action of the disease in the
body. Given the limitations of the study, it is not credible to attribute any delay in healing solely to a causal
factor. Further studies are deemed essential to address existing questions.

Keywords: Diabetes Mellitus 1; Skin ulcer 2; Laboratory Experiment 3; Healing 4; Wistar rats 5.

INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM), ou comumente chamado de diabetes, € uma condi¢ao
grave e cronica, que se caracteriza como um distirbio metabolico evidenciado pela
hiperglicemia persistente, em razdo da deficiéncia na producao de insulina ou baixa

eficiéncia da insulina que produz, ou ainda em ambos os mecanismos (Rodacki ef al.,

2021).

Mais comumente classificada em Diabetes Mellitus tipo 1(DM1) e Diabetes
Mellitus tipo 2 (DM2), na doenga do tipo 1 ocorre a destruigao das células beta
pancreaticas devido a resposta autoimune, onde ha autoanticorpos reagindo contra as
células. Esse processo ocasiona o comprometimento da produgdo de insulina. O
mecanismo responsavel pela eliminagao das células beta pancreaticas envolve anticorpos
que reagem contra a ilhota pancreatica, devido a apresentacdo dos auto antigenos por
células dendriticas e subsequente resposta de células T CD4+ e CD8+ autoimunes

(Katsarou et al., 2017).

O tipo 2, considerado o mais comum, esta associado a obesidade e ao
envelhecimento. Possui inicio pérfido e é evidenciado por resisténcia a insulina e
deficiéncia parcial de secre¢ao de insulina pelas células beta pancreaticas, além de
alteragdes na secrecdo de incretinas. Nessa condi¢do, a pessoa com DM2 apresenta
frequentemente caracteristicas clinicas associadas a resisténcia a insulina, como acantose
nigricans e hipertrigliceridemia (American Diabetes Association Professional Practice
Committee, 2021; Rodacki ef al., 2021).

De acordo a Sociedade Brasileira de Diabetes (2022), o portador de DM encontra-

se vulneravel a diversas complicagoes associadas, dentre elas, as alteragdes
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microvasculares (retinopatia, neuropatia) sendo agregado danos celulares e teciduais, e
macrovasculares (doengas cardiovasculares e cerebrovasculares) (Gois et al., 2021). Os
10 sinais e sintomas mais comuns presentes no diabetes sao: Politiria (urinar a toda hora);
Polidipsia (excessiva sensacao de sede); Cansago e falta de energia; Perda de peso;
Polifagia ou hiperfagia (fome frequente); Visao embacada; Cicatrizagao lenta; Infecgdes

frequentes; Mau halito e Cetoacidose diabética (Ferri, 2018).

Dentre as complicagdes mais comuns do DM estao as feridas cutaneas.
Conhecidas como cronicas por apresentarem dificuldades de cura, estao associadas a
internagdes hospitalares prolongadas, infecgdes por bactérias resistentes a antibioticos,
consequentemente aumento do risco de amputagoes e até mesmo o Obito (Marcondes,
2006). Tem se verificado um aumento da prevaléncia de ulcera diabética associada a
idade dos pacientes, principalmente neuro isquémicas, uma vez que, a medida que
envelhecem, desenvolvem mais complicagdes do diabetes. No Brasil, a tlcera diabética

apresenta 5,9% de prevaléncia a cada ano (Oliveira et al., 2019; Vieira et al., 2019).

Pessoas com DM apresentam diversas alteragdes fisiopatologicas que influenciam
na ma cicatrizagao. O DM demonstrou ser uma causa importante no retardo da cura por
meio de alteragdes celulares, moleculares e bioquimicas. Uma consequéncia dessa
deficiéncia sao as recaidas e a inflamacdo prolongada, que retarda ainda mais a

cicatrizagao, tornando o processo cronico (Gois et al., 2021).

A doenga tem o potencial de alterar a estrutura da membrana celular, variando a
resposta inflamatéria por alteragdes tanto quimiotaxica como fagocitica das células
brancas, reduzindo o processo de vascularizagao. Com isso, ha redugao do fluxo
sanguineo em funcao da angiogénese deficiente, presenca de altas concentragdes de
metaloproteinases (MMPs), neuropatia, alta probabilidade de infec¢do, resposta
inflamatoria nao-fisiologica, estresse oxidativo e formagao excessiva de produtos de
glicoxidagao avangada (AGEs) (Andrade; Santos, 2016).

Nessa perspectiva, o presente estudo objetiva realizar a indugdo de Diabetes
Mellitus e Ulceras Diabéticas em Ratos Wistar. Acredita-se que compreender o processo
experimental de indugao, contribuira para realizagao de estudos que buscam definir
mecanismos da doenga e possiveis tratamentos para feridas associadas ao DM em

humanos.

788

173



MATERIAL E METODO

Local, Tipo do Estudo e Aspectos Eticos

Trata-se de um estudo piloto de inducao de Diabetes Mellitus e tlceras diabéticas
em ratos Wistar. O estudo faz parte de um projeto de tese vinculado a Universidade
Federal do Amazonas-UFAM e foi desenvolvido entre os meses de novembro de 2021 e
fevereiro de 2022. Adotou-se métodos experimentais de conveniéncia com o intuito de
aprimorar habilidades para o desenvolvimento de um futuro ensaio pré-clinico legitimo.
Os experimentos foram iniciados ap6s aprovagdo na Comissdo de Etica na Utilizagio de
Animais (CEUA) e atendeu as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentagao Animal (CONCEA). O projeto foi submetido e aprovado pelo
CONCEA do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia-INPA, sendo registrado com
on°001/2021, SEI 01280.000034/2021-09.

Selecio dos animais e caracterizacio do ambiente

Foram utilizados 20 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus novergicus), com
massa corporea inicial de 300 a 350 gramas. Esses animais foram procedentes do Biotério
Central do INPA, onde foram mantidos em gaiolas apropriadas (plasticas, forradas com
maravalha), em numero de 2 animais por gaiola. Todos receberam ragao para roedores e
agua da torneira ad libitum, permanecendo nas mesmas condi¢des ambientais de ciclos
luz/escuridao de 12 horas e temperatura ambiente de 22°C durante todo o experimento.

As gaiolas eram trocadas semanalmente para controle de higiene.
Desenho Experimental

Apos a liberagdo dos animais para o estudo, houve uma semana para adaptagao de
ambiente e ganho de peso (apresentavam cerca de 100g). Nesse periodo, os animais foram
entao divididos em 10 gaiolas com 2 animais em cada uma, e permaneceram por mais 6
semanas até atingirem o peso alvo de 300 a 350 gramas. As gaiolas foram nomeadas como
G1A; GIB; G2A; G2B; G3A; G3B; G4A; G4B; G5A; G5B; G6A; G6B; G7A; G7B;
G8A; G8B; G9A; GI9B; G10A e G10B.

Os animais foram entdo submetidos ao protocolo de dieta hiper glicosada para

indugao do DM, conforme a Figura 1:
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Figura 1: Protocolo de dieta para indugdo do DM.
8° DIA

°
4°DIA Agua + Ragao

Agua + Ragao

2°DIA i 7° DIA

Dieta Hiper glicosada . O Dieta Hiper glicosada
+ Racao 50% + Racao

3° DIA 5Y DIA 6° DIA
1° DIA % D
Dieta Hiper glicosada  Dieta Hiper glicosada Agua + Ragao
Dieta Hiper glicosada + Racao 50% + Racao

Dieta Hiper glicosada =25 g de suco em po6 + 500g de agtcar para cada 2L de agua
Fonte: Adaptagao do estudo de Candido (2019).

As solucdes hiper glicosadas eram preparadas todos os dias para evitar a
fermentacdo e a rejei¢ao do animal a dieta. Foi realizada a indugdo do DM no oitavo dia
da dieta, através da administra¢ao intraperitoneal de Estreptozotocina (Sigma® S-130) na
dose tinica de 70mg/kg de peso corporal, diluido em tampao citrato (0,1M pH 4,5)
(Masiero, 2015). Segundo Ferreira e Nicolau ( 2011) este modelo provoca diabetes por
um longo periodo de tempo. Para aplicagdo da droga nao foi realizada sedagao, os animais
tiveram a cabega e patas contidas e o abdomen exposto pelo pesquisador auxiliar. Foi
utilizada seringa de 1ml e agulha 13 x 4,5 mm na administracao, conforme a Figura 2-

A

Apods 5 dias da indugdo do DM, o nivel glicémico foi aferido por obtengao de
sangue da veia caudal dos ratos e analisada com o glicosimetro Accu-Chek Guide
(Roche®) Figura 2-B. Os animais com niveis de glicose superiores a 200 mg/dL foram

considerados diabéticos Figura 2-C (Ferreira; Nicolau, 2011).

Durante quatro semanas de acompanhamento foi realizado controle glicémico
com administragao de insulina regular para coire¢ao de niveis de glicose acima de 400
mg/dL. Todos os animais do estudo mantiveram glicose minima na faixa de 200 mg/dL
durante o periodo, constatando o diabetes. Os animais foram entao submetidos a indugao
da lesdo. Para obtengdo das lesdes, inicialmente os animais receberam anestesia e
analgesia utilizando Cetamina (75mg/kg) e Xilazina (10mg/kg) via intraperitoneal e na

sequéncia, foram tricotomizados na regido dorsal com uso de aparelho elétrico.

As lesoes foram produzidas a partir da administracdao de 0,2 ml de solugao na

proporgao de 1:4 de acido cloridrico e agua destilada, por via subcutanea nao transfixante
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(Masiero, 2015). A administracao da solugdo causou lesdo semelhante a queimadura,

como mostra a Figura 2-D.

Figura 2: Procedimentos da experimentagao animal

AcCU-CHEK

Guide

A - Indugdo de DM com administragdo intraperitoneal de Estreptozotocina. B - Aferi¢do
de indice glicémico com punc¢ao em veia caudal. C - Valor HI (high=alto) > 600 mg/dL de
indice glicémico aferido pelo glicosimetro Accu-Chek Guide (Roche®). D - Resultado imediato
ap6s administragdo de 0,2 ml de solugdo na propor¢ao de 1:4 de é4cido cloridrico e dgua

destilada, por via subcutanea nao transfixante.
Fonte: Dados do estudo (2022).

A avaliagao da lesao seguiu o método observacional macroscopico, foram
realizados registros fotograficos, bem como, o preenchimento de instrumento com os
dados observados. Os primeiros curativos foram realizados apos 48h da indugao da lesao
e foram trocados a cada 48 horas, empregando-se de técnica e material estéril para a
realizagdo da antissepsia da ferida utilizando apenas gaze estéril e soro fisiologico 0,9%.

O curativo foi ocluido com gazes, ataduras e esparadrapo.

O estudo totalizou um periodo de 16 semanas de execugdo. Os animais que
permaneceram vivos até o final da sexta semana pos indugao da lesao, foram submetidos
a eutanasia com dose letal associada de 200 mg/Kg de Cetamina e 150 mg/Kg de Xilazina

por via intraperitoneal. Apos constatado o 6bito, foram entregues para incineragao.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Inducio do Diabetes Mellitus

Na primeira semana de inducao do DM, 9 espécimes vieram a obito. Os espécimes
G1B, G2A e G2B morreram trés dias apds a indugao, seus indices glicémicos foram
registrado como (HI), configurando valores acima de 600mg/dL (Estock et al., 2018),

segundo os valores de referéncia do glicosimetro utilizado.
Abaixo, a Figura 5, apresentando o relatorio de obitos:
Figura 5: Relatério de o6bitos.

~ vivos (n) M Obitos (n)

20

o o o

S0 s1 s2 s3 S4 S5 S6
S 1-6 = Semanas; SO = Inducdo da DM
Fonte: Dados do estudo (2022).

No dia anterior aos Obitos, os espécimes G1B e G2B apresentavam letargia
importante, enquanto o espécime G2A apresentava comportamento agressivo, destoante
dos demais e do comportamento regular da espécie, seguido de letargia e por fim
parestesia nas patas inferiores. A parestesia € uma frequente complicagao clinica do DM,

e os sinais observados sao condizentes com os descritos por Gois (2021).

No quarto dia de observagao mais trés espécimes morreram (G1A, G7A e G7B),
também apresentando HI. Neste dia, segundo o protocolo de inducao do DM, a dieta
deveria ser hiperglicémica, contudo, devido ao grande niimero de obitos por HI, foi
mantido apenas o consumo de dgua e ragao. No quinto dia ainda foram a 6bito mais dois
ratos (G6A e G8B), seus indices glicémicos também apresentavam HI. No sexto dia, o

espécime (G9B) faleceu apresentando HI.
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Para facilitar a associagao do peso, indice glicémico e obito na primeira semana

apos indugao do DM, segue a representagao na figura 6:

Figura 6. Indice glicémico e peso dos ratos na primeira semana apos indugio de DM.

0@ = rato morto DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA 7
= rato vivo
o ] 4]
(& G1 430g 4155 396g 3809  371g 321g 338
& HI HI
£ 4] ]
L5 G2 460g 440G  401g 3929  360g 341g
= HI HI
;?," G3 as3g 446g  4a3g 43ag  a32g 4233 421g 4109 atg 398g  400g 3875 390g 3709
- 478mg/dL  502mg/dL 450mg/dL  525mg/dL 500mg/dL  489mg/dL
,\’ G4 4359 400g 4279 3979 4219 3955 416g 391g 410g 389g 4029 3sag 2979 3809
- 450mg/dL  570mg/dL 628mg/dL  541mg/dL 545mg/dl  562mg/dL
:/ G5 300g 280g  289g 2719 275 2655 270g 2615 270g 2579 269g 253g 2679 253g
- 691mg/dl  489mg/dL 602mg/dl  520mg/dL 661mg/dL  536mg/dL.
g a
[~ G6 3709 4209 3829 4069 357 aslg 367 379 348g 3659 3529 340g
- HI 589mg/dL 495mg/dL 520mg/dL
=5 [A] 6]
[~ G7 415g 435g 396g 403g 3779 371g 358g 337g
b HI HI
A 8 A
G8 460g 4asg  aug 4059 403g 392 371g 3799 3459 3679 3209 305g
HI HI 555mg/dL 450mg/dL
o 5]
[+ G9 430g 450g 3979 4195  385g a9lg  374g 3729 361g 3s1lg  348g 336g 334g
& HI HI 633mg/dL HI 480mg/dL
L:; G10 450g 380g  441g 369g 4289 3529 4a17g 3419 4109 3309 4109 3259 4109 3269

4%6mg/dl S1omg/dL 428mg/dl 61mg/aL Atemg/dL  S07mg/dL
HI = valor ultrapassou o valor méximo (acima de 600mg/dL) detectado pelo aparelho
Accu=Chek Guide (Roche®).
Fonte: Dados do estudo (2022)

Na segunda semana de indugao do DM, 5 espécimes vieram a 6bito. No oitavo dia
apos a indugao da DM, os espécimes (G5A; G5B; G6B; G10B) faleceram, seus indices
glicémicos apontavam HI, restando apenas 7 espécimes vivos (G3A; G3B; G4A; G4B;
G8A; G9A; G10A). Neste dia, se iniciou também um protocolo de cuidados paliativos
para o controle da doenga, sendo administrado doses de insulina regular humana
Novolin® em um total diario por espécime de 1,0 UJ/Kg (0,01 ml), conforme parametros

de referéncia para humanos, vide bula (Novo Nordisk Farmacéutica do Brasil Ltda, 2020).

Além do aumento significativo do indice glicémico, outro sinal importante para o
diagnostico de DM, foi o aumento do consumo de agua e ragao, levando a um aumento
expressivo do volume de urina e fezes. A maravalha que forrava as gaiolas dos animais
passaram a ficar encharcadas com urina, fazendo com que a troca das gaiolas passassem
de a cada sete dias para a cada dois dias- Figura 7-A. Esses achados foram condizentes
com as informagdes apresentadas pela International Diabetes Federation (IDF) (2021),

mostrando que o DM causa um expressivo aumento da sede, e consequentemente a
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frequéncia da micgdo. Além disso, pode-se observar perda de peso (com retorno do
crescimento apenas apos 7 dias da indugao. Segundo Dorado (2008) esse decrescimento
do peso pode estar vinculado a politria, polidipsia, polifagia, noctiria, enurese,

xerostomia, prurido, visao turva, fadiga e dores musculares.

Entre os principais efeitos do DM, pode-se identificar a letargia como a principal
complicagao, seguido das neuropatias, parestesia e retinopatia. As neuropatias diabéticas
representam a complicagdo cronica mais comum, frequentemente subdiagnosticada e

insuficientemente tratada associada ao Diabetes Mellitus (Rolim et al., 2022).

A letargia se tornou uma complicagdo cronica entre os espécimes, ja a parestesia
e a retinopatia foram pontuais. No nono dia apos a indugao da DM, os espécimes G8A e
GIA apresentaram coagulos em ambos os olhos- Figura 7-B, além de letargia importante.
Os achados corroboram com os dados apresentados pela American Diabetes Association
Professional Practice Committee (2021b) e pela Associagdo Brasileira de Diabetes
(Rolim et al., 2022), revelando que o modelo de DM induzida nos animais mostrou ser

consistente com a doenga cronica vista em seres humanos.

Figura 7: Manifestacoes clinicas apos a Indugdo do DM.

A= Maravalha encharcada com urina, compativel com os sinais de politria e polidipsia
apresentados no DM; B= Sangramento ocular associado a retinopatia.

Fonte: Dados do estudo (2022).

Com a administracao de insulina, os indices glicémicos passaram a se estabilizar,
mantendo uma média de 300 mg/dL, além de que, foram atenuados os sintomas das
complicagdes, como a letargia e a retinopatia. No entanto, o espécime G9A morreu no
décimo dia, apresentando HI e sangramento nos olhos. Isso pode estar associado ao fato

de que a insulina utilizada tinha uma agao mais rapida e de curta duracao, possibilitando
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um intervalo muito alto para o consumo de alimento e a mudanga na curva glicémica
(Novo Nordisk Farmacéutica do Brasil Ltda, 2020).

No décimo primeiro dia, o espécime G8A apresentava sangramento em ambos 0s
olhos e letargia. O sangramento nos olhos se estendeu por dois dias, apresentando melhora
apenas no décimo terceiro dia. Nas demais semanas que seguiram, a glicemia dos animais
se manteve acima de 200 mg/dL, porém nao foram observadas manifestagdes clinicas

associadas.

Induciio da Ulcera Diabética

A indugao do modelo de tlcera diabética se iniciou na quinta semana apos inducao
do DM, sendo observada por mais seis semanas em seis espécimes: G3A, G3B, G4A,
G4B, G8A e G10A. Os ratos foram sedados e anestesiados com cloridrato de cetamina
(75mg/kg) e de xilazina (10mg/kg). Abaixo, a representagao do processo de indugao e

avaliagao macroscopica das fases de cicatrizagao.

Figura 8. Indugao da tilcera e fases de cicatrizagao

Indugao 1* Fase de cicatrizagao Descolamento 2° Fase de cicatrizagao 3° Fase de cicalrizagao Ferida o

da lesao (Inflamatoria) da crosta (proliferativa) (maturagao) fechada bito

IDEN(‘I:'(I)FDI(I:?\%ADS Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5 Semana 6
3 L1l i 1
38 i (LD
4A fi
« JHnnn ARRRNAN RRRRNRN RROENR
a FRHRNNNE 1

108 i NRRNAN RRRRRED DRDONN

Fonte: Dados do estudo (2022)

O processo todo consistiu em 5 etapas, sendo elas: 1* etapa - indugao da ulcera
propriamente dita, através da administragio de solugdo acida por via subcutanea
utilizando agulha 13 x 4,5mm; 2° etapa - fase de cicatrizagao (Inflamatéria); 3* etapa -
fase de cicatrizagdo (Proliferativa); 4% etapa - fase de cicatrizagao (Maturagao); 5* etapa-
fechamento da ferida.

A primeira e segunda etapa aconteceram na primeira e segunda semana apos a
indugdo da lesdo, a terceira etapa ocorreu entre a segunda e terceira semana, ja a quarta

etapa levou cerca de trés semanas, ocorrendo entre as semanas trés e cinco, a iltima etapa
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ocorreu entre a quinta e sexta semana. Somente o espécime G4B teve uma lentificagao
no avango das etapas, tendo a sua segunda etapa concluida apenas no final da terceira
semana, e a sua quarta etapa acontecendo somente no inicio da quarta semana. Segundo
Markova e Mostow (2012) uma ferida é considerada cronica quando ha dificil processo
de cicatrizagdo e ultrapassa a duragdo de seis semanas. Considerando a avaliagdo
macroscopica das ulceras deste estudo, pode-se afirmar a cronicidade e o perfil

compativel com a agao do diabetes.

Houveram duas mortes (G4A e G8A) decorrentes do processo, uma aconteceu

dois dias depois da indugao da lesdo e a outra aconteceu na segunda semana.

Apos a indugao do DM, a segunda queda de peso médio aconteceu apos a indugao
das lesoes com o acido cloridrico. Isso pode estar associado a grande demanda metabolica
do organismo para cicatrizar a ferida. Os animais passaram cerca de 8 dias na primeira
fase de cicatrizagao. O descolamento da crosta de exsudato dos animais ocoireu entre o
sexto e o sétimo dia apos a indugdo. A segunda fase de cicatrizagao (Proliferagao) durou
cerca de 7 dias. Com excegao do 4B, que durou 13 dias na segunda fase. A terceira fase
(de maturagao) durou cerca de 19 dias, atingindo o fechamento da ferida por volta do
vigésimo dia. Com excegao do espécime G4B, que levou a 5% etapa da cicatrizagao até o

vigésimo quinto dia.
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Abaixo, segue a Figura 9 apresentando registros das lesoes e suas fases.

Figura 9. Evolugao das lesoes.

A= Imediatamente ap6s inducdo de lesdo; B= Crosta formada 48h apds indugao de lesdo; C=
Descolamento da crosta (aproximadamente 6-7 dias) e permanéncia da fase inflamatoéria no
processo de cicatrizagdo; D= Formagcao de necrose e tecido desvitalizado; E= Transi¢do entre a
fase inflamatoria e fase proliferativa; F= Fase proliferativa da cicatrizacdo; G= Fase de
maturacdo no processo de cicatrizagdo; H= Cicatrizagao da ferida; I - Demonstragao do curativo

oclusivo estéril realizado durante o processo.

Fonte: Dados do estudo (2022).

O tempo total da abertura ao fechamento da ferida configurou um periodo médio
de 35 dias. O espécime G4B foi um dos exemplos de retardo no processo de cicatrizagao
da ulcera. As hipoteses levantadas se apoiam no comportamento e atividade do animal.
O G4B se tornou o espécime mais estressado, apresentando comportamento agressivo e
mais ativo, interagindo mais com o seu curativo e oportunizando chances de infecgao,

tanto com a maravalha quanto com as proprias fezes (Melo et al., 2019).

Em contrapartida, o espécime G10A, apresentava ainda um comportamento mais
letargico, causado pelo efeito da hiperglicemia, conforme foi descrito no Atlas

apresentado pela IDF (2021), o que nesse sentido favoreceu o processo de cicatriza¢ao,
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devido ao fato de que ele interagia menos com o seu curativo e causava menos risco de

contaminagao.

CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, verificou-se algumas limitagoes, entre elas, dificuldade em
replicar um experimento de referéncia devido a auséncia de detalhes dos métodos
utilizados. Outro ponto considerado limitante, foi a utilizagao de apenas uma dosagem do
indutor diabetogénico, ocasionando a impossibilidade de comparagao dos efeitos da
administragdo da droga. A associagdo da dose da droga e a ocoméncia de niveis
glicémicos muito elevados, pode ter implicado diretamente no grande quantitativo de
obitos dos espécimes durante o experimento, sugerindo a necessidade para estudos

futuros e semelhantes, a utilizagdo da Estreptozotocina em dosagens menores.

Todavia, a inducao do diabetes e de tlceras em ratos Wistar foi considerada
exitosa. Observou-se que houve lentificacao na transicao das fases de cicatrizagdo das
ulceras diabéticas. Esse achado confirma a cronicidade no processo de cicatrizagao e o

resultado foi condizente com a agao da doenca no organismo.

Considerando que nao adotamos grupo controle para comparar se houve ou nao,
retardo no processo de cicatrizagao das ulceras diabéticas, assim como, a nao aplica¢ao
de tratamento “padrao ouro” de acordo com as caracteristicas apresentadas pela lesdo, ou
ainda, controle glicémico inicial com niveis mais baixos no contexto do diabetes. Nao é
crivel atribuir qualquer demora na cicatrizagdo apenas a um fator causal. Julga-se

indispensavel novos estudos para diminuir os vieses observados.
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