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A minha familia,
base de tudo.

Dedico.



N&o deixe que a saudade sufoque,

que a rotina acomode,

que o medo te impeca de tentar.

Desconfie do destino e acredite em vocé.
Gaste mais horas realizando que sonhando,
fazendo que planejando,

vivendo que esperando.

Porque embora quem quase morre esteja vivo,
guem quase vive ja morreu.

Luis Fernando Verissimo
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RESUMO

A terapia larval é a utilizacdo de larvas estéreis no desbridamento de feridas.
Atualmente essa técnica vem sendo bastante utilizada na Europa, Estados Unidos da América
e Israel, dentre outros paises, entretanto, ainda ndo foi implementada rotineiramente no Brasil
e ndo ha relatos de sua aplicagdo utilizando larvas da mosca Chrysomya megacephala em
pacientes humanos. O presente trabalho objetivou avaliar o desbridamento de Ulceras de
dificil cicatrizacdo utilizando larvas de C. megacephala. Cinco pacientes com ulceras crénicas
foram incluidos no estudo apds responderem a um questionario, serem esclarecidos sobre 0s
possiveis riscos e beneficios da terapia larval e assinarem o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE. Antes das aplicacdes, foram colhidas amostras para identificacdo das
bactérias presentes nas Ulceras. Ap0Os essa etapa, as Ulceras foram avaliadas antes e durante o
tratamento através de registro fotografico, mensuracdo de didmetros e avaliacdo dos
percentuais de tecido necrotico e de granulacdo. A avaliagdo foi seguida da aplicacdo de
aproximadamente cinco larvas estéreis de 2° estadio de C. megacephala por cm? de lesdo. Os
curativos com larvas foram trocados ap6s 48 horas e com 48 horas de intervalo entre as
aplicacbes. As Ulceras dos pacientes incluidos no trabalho apresentaram carater
polimicrobiano e em todas elas foi isolada a espécie Pseudomonas aeruginosa. Todos 0s
pacientes submetidos a terapia larval apresentaram reducdo significativa do percentual de
necrose e aumento do tecido de granulacdo na superficie das uUlceras e uma consequente

melhora no decorrer do tratamento.

Palavras-chave: Ulcera. Desbridamento. Bioterapia. Mosca. Terapia Larval. Chrysomya
megacephala. Bactéria. Resisténcia bacteriana.



ABSTRACT

Larval therapy is the use of sterile larvae in the debridement of wounds. Currently this
technique has been widely used in Europe, the U.S.A., and Israel, among other countries,
however, has not been implemented in Brazil yet, and there are no reports of its application
using larvae of the fly Chrysomya megacephala in human patients. This study aimed to
evaluate the debridement of ulcers difficult to heal by using larvae of C. megacephala. Five
patients with chronic ulcers were included in the study after answering a questionnaire, to be
informed about the possible risks and benefits of larval therapy and signed a Free, Prior and
Informed Consent. Before the applications, samples were collected for identification of the
bacteria in the ulcers. After this step, the ulcers were evaluated before and during treatment by
photographic recording, measurement and evaluation of diameters, percentage of necrotic
tissue and granulation. The evaluation was followed by the application of approximately 5
second instar sterile larvae of C. megacephala per cm? of lesion. Dressings with larvae were
exchanged after 48 hours with 48 hours between applications. The patients’ ulcers included in
this study had polymicrobial nature and in all of them was isolated Pseudomonas aeruginosa
species. All patients underwent larval therapy showed a reduction in the percentage of
necrosis, increase of granulation tissue on the surface of ulcers and a consequent improvement

during treatment.

Key-words: Ulcers. Debridement. Maggots. Flyes. Larval Therapy. Chrysomya megacephala.

Bacteria. Bacterial Resistance.
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1. INTRODUCAO

1.1  Conceito e Historico da Terapia Larval

A terapia larval é a utilizagdo de larvas de moscas vivas de forma estéril, para
promover o tratamento de diferentes tipos de lesbes em tecido animal, e pode ser considerada
uma limpeza biologica utilizada em Ulceras cronicas com a finalidade de desbrida-las, reduzir
0 numero de microorganismos nelas existentes e seu odor desagradavel e, desse modo, iniciar
a cicatrizacdo (WOLF & HANSSON, 2005).

Embora as acdes benéficas de larvas de moscas em feridas tenham sido conhecidas
pelos aborigenes australianos (LEE, 1968; GROSSMAN, 1994) e pelos maias da América
Central (WEIL et al., 1933), as larvas da mosca varejeira Lucilia sericata foram utilizadas
pela primeira vez clinicamente somente cinco séculos mais tarde. Na primeira metade do
século XX, a terapia larval era utilizada por milhares de cirurgides em centenas de hospitais

pelo mundo.

A primeira aplicagéo de larvas em feridas, oficialmente documentada, foi realizada por
John Forney Zacharias (1837-1901), um cirurgido de Maryland, durante a Guerra Civil
Americana (1861-1865) (WHITAKER et al, 2007, KRUGLIKOVA & CHERNYSH, 2013).

O Professor clinico do setor de cirurgia ortopédica da Escola de Medicina John
Hopkins, William Baer, observou em seu servico na Primeira Guerra Mundial, que o0s
soldados com fraturas expostas no fémur e ferimentos no abdémen e sujeitados ao tempo e
insetos da regido, tinham as feridas infestadas por larvas e ndo apresentavam febre nem
sintomas de septicemia (BAER, 1931). Ele foi o primeiro a aplicar sistematicamente larvas
em feridas cronicas em um Hospital infantil em Baltimore, Maryland, EUA, e apresentou seus
resultados preliminares em 1929. Todo o seu trabalho de terapia larval - Tratamento de mais
de 100 criangcas com osteomielite e problemas de feridas de tecido mole — foi publicado
postumamente em 1931 (MOHD et al., 2005; SHERMAN, 2002, 2009). Contudo, com o
advento dos antibidticos e a melhora nas técnicas cirdrgicas, a terapia larval praticamente
desapareceu, sendo usada esporadicamente apenas em feridas de dificil tratamento de
pacientes em estado grave. O meio académico perdeu o interesse nessa terapia e em adicao, as
pessoas mostraram recusa. Em 1988, Wainwright mostrou a opinido da maioria na seguinte
pontuacdo (WHITAKER et al, 2007):



“Felizmente a terapia larval estd agora relegada a um momento historico, de interesse
mais por sua natureza bizarra do que pelo seu efeito sobre o curso da ciéncia médica... uma

terapia cujo fim é provavel que ninguém lamente...”

Entretanto, nas ultimas quatro décadas, a terapia larval tem sido
novamente reconhecida como uma alternativa vidvel para o tratamento convencional de
feridas. Seu renascimento na pratica clinica comegou muito cedo apds seu declinio particular.
Nos EUA, Ronald Sherman e Edward Pechter tém sido fortes defensores da técnica. No inicio
da década de 1980, Ronald Sherman realizou aplicacfes em pacientes e estudos comparativos
com as terapias convencionais, sempre mostrando resultados mais satisfatérios quando a
terapia larval foi a técnica de escolha (WOLF & HANSSON, 2005; WHITAKER et al, 2007).

1.2  Situacdo atual do uso da Terapia Larval

Atualmente, milhares de pacientes com feridas de diferentes origens como o pé
diabético, ulceras de decubito, queimaduras, fasciites necrotizantes, gangrenas, Ulceras por
pressdo, tumores, feridas pés-cirargicas, lesdes traumaticas, dentre outros ferimentos que
contenham tecido necrosado vém sendo tratadas com terapia larval nos Estados Unidos da
Ameérica, Australia, Israel, Colébmbia e varios paises da Europa como Reino Unido,
Alemanha, Holanda, Suécia, Bélgica, dentre outros, gracas a producdo de larvas viabilizada
por algumas empresas e institutos. Suas contraindica¢es sdo basicamente a utilizacdo em
feridas cavitarias ou proximas a 6rgdos ou grandes vasos. Prurido é uma das queixas
frequentes encontradas entres os pacientes submetidos ao desbridamento bioldgico, e em
alguns casos, ha reclamaces de dor relacionada as aplicacdes, e ambos 0s casos podem e sdo
solucionados com a aplicacdao de analgésicos (MUNCUOGLU et al, 2001; THOMAS, 2002;
VARZIM, 2005; NITSCHE, 2010; AKHTAR et al, 2011; GILEAD et al, 2012).

Contudo, no Brasil ainda ndo se tem relato de utilizacdo dessa metodologia como
procedimento rotineiro, apresentando apenas trabalhos experimentais com ratos e adequagdes
de metodos de esterilizagcdo e de criagdo das moscas. No entanto, no presente trabalho
realizado no Hospital Universitario Onofre Lopes (HUOL), Natal, RN, essa pratica vem
comegando a ser testada e utilizada em pacientes com ulceras cronicas e historico de diabetes,

apresentando excelentes resultados. Visto que, estudos que busquem a obtencdo de



tratamentos que visem abreviar a cicatrizacdo de Ulceras diabéticas e que tendam a reduzir

suas complicagdes sdo bastante necessarios.

As larvas sdo comercializadas por algumas empresas ou produzidas nos préprios
centros de saude / hospitais. Em geral, existem duas formas de producéo: com as larvas livres
em recipientes (Figura 1) e com as larvas contidas em biossacos ou como sdo chamadas em
outros paises “biobags” (Figura 2), 0s quais permitem todas as ac¢des larvais com excecdo do

movimento sobre a superficie da ferida.
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Figura 1: larvas estéreis produzidas em laborat6rio, para o desbridamento
livre no leito da ferida. Fonte: www.monarchlabs.com/dressings.htm


http://www.monarchlabs.com/dressings.htm

Figura 2: Larvas estéreis produzidas em laboratdrio dentro dos biossacos,
para uma melhor contencao das larvas.

Fontes:

www.cicatrisation.info/livre/module_2/toussaint/toussaint.htm
www.wondbedekkers.nl/madentherapie/madentherapie-productinformatie.htm
Www.cmaj.ca/content/182/2/E121.figures-only

A terapia larval é essencialmente uma miiase secundaria terapéutica controlada
(infestacdo de larvas que s6 ingerem tecido morto num hospedeiro vivo). E controlada pela
selecdo de uma espécie de mosca segura e eficaz, também pelo fato das larvas serem
esterilizadas e por isso livres de contaminantes, por conter as larvas dentro de curativos
especiais, que as impedem de deixar as feridas, e através de medidas de controle de qualidade
em todo o processo de criacdo e producdo (SHERMAN, 2009). Nem todas as espécies sdo
seguras e eficazes para essa finalidade. As larvas apuradas para comercializagdo nos Estados
Unidos pertencem a espécie Lucilia sericata (Sherman 2009). Outras espécies de moscas
estdo sendo usadas, embora ndo rotineiramente, com essa finalidade, como Phormia regina,
Lucilia cuprina, dentre outras, e até mesmo a espécie Musca domestica (LI et al, 2008;
NITSCHE, 2010; TELLEZ et al, 2012).

E sabido que a atuacdo das larvas sobre as feridas é resultado de agdo conjunta entre
fatores mecéanicos como movimento e desbridamento através das pecas bucais, dessa forma,
executando a drenagem das feridas; a acdo de enzimas proteoliticas, na degradacdo do tecido
necrosado; e dentre outras substancias, os peptideos, alantoina e uréia, que atuam na


http://www.cicatrisation.info/livre/module_2/toussaint/toussaint.htm
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eliminacdo dos microrganismos, bem como glicosidases que desestabilizam a parede
bacteriana, importante fator de viruléncia (JAKLIC et al 2008, TELFORD et al, 2012).

Um estudo recente mostrou que os antibidticos existentes ndo promovem a
cicatrizacao das feridas. Tal achado, juntamente com o fato da aquisicdo de resisténcia pelas
bactérias levanta questionamentos sobre a utilizagdo de forma empirica e indiscriminada dos
antibioticos (O’MEARA et al, 2010). Portanto, & completamente plausivel e relevante que se
busque pesquisar e investigar novas substancias que tenham acdo antimicrobiana. Desse
modo, muitos dos estudos realizados com larvas de mosca tém se voltado a analisar a acéo
isolada dos componentes da hemolinfa, tendo em vista a futura producéo de novos farmacos e

possiveis antibioticos.

Afora esse ponto, as pesquisas atuais objetivam uma melhor analise da acdo das
larvas, aprimorar formas de realizar a sua contencdo na ferida através de curativos e a
producdo de protocolos bem padronizados de triagem de pacientes para realizacdo da terapia

larval.

1.3  Bionomia da espécie Chrysomya megacephala

As moscas sdo incluidas na ordem Diptera, possuem apenas o0 primeiro par de asas
desenvolvido e o segundo atrofiado na forma de halteres ou balancins, subordem Brachycera
e infra-ordem Muscomorpha. A ordem Diptera é uma das maiores ordens de insetos, com
cerca de 160 familias descritas e 153.000 espécies conhecidas (FREIRE & MELLO, 2006;
THOMPSON, 2008).

O desenvolvimento dos califorideos, como todo diptero, é do tipo holometabolo, com

metamorfose completa, apresentando os estagios de ovo, larva, pupa e adulto (Figura 3).



Figura 3: Fases do ciclo holometabolo de Calliphoridae (a — ovo, b — larva, ¢
— pupa e d — adulto macho) Chrysomya megacephala. Fonte: Laborato6rio de
Insetos e Vetores — UFRN.

As larvas de C. megacephala sdo acéfalas (cabeca atrofiada com pecas bucais
transformadas em ganchos internos) e passam por trés estadios (instares) de desenvolvimento,
L1, L2 e L3, diferenciadas entre si pelo tamanho e pela quantidade de fendas respiratérias no
espiraculo. Como diferencial de outras espécies de moscas as larvas de C. megacephala
apresentam espiraculos respiratdrios posteriores com peritrema incompleto e placas
peritremais dos espiraculos posteriores muito aproximadas, separadas uma da outra por uma
distancia de 1/3 a metade do didmetro de uma das placas, como observado na Figura 4
(FREIRE & MELLO, 2006).

Espiraculos posteriores

respiratéria

Peritremaincompleto Placas peritremais muito
préximas

Figura 4. Espiraculos posteriores de larva de terceiro instar de Chrysomya
megacephala. Fonte: Laboratorio de Insetos e Vetores. UFRN.




Quanto aos adultos de C. megacephala, esses possuem como caracteristicas de
identificacdo coloracdo escura com reflexos metalicos; base do radio, na face ventral, nua;
arista, na extremidade distal, plumosa; asas hialinas; mesonoto sem faixas longitudinais
distintas; tergitos abdominais, na margem posterior, com faixas pretas transversas; espiraculo
prototorécico e caliptera inferior castanho-escuros; antena e gena amareladas; e macho com
olhos apresentando area definida superior com grandes facetas e inferior com pequenas
facetas (CARVALHO & RIBEIRO, 2000). Algumas dessas caracteristicas podem ser

observadas na figura 5.
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Figura 5: Adulto macho de Chrysomya megacephala. Laboratério
de Insetos e Vetores — UFRN.

A espécie de mosca descrita acima apresenta importancia ecoldgica, médico-sanitaria
e veterinaria, em virtude de ser decompositora de matéria organica e causadora de miiase
(ZUMPT, 1965), podendo atuar na veiculacdo de enteropatdgenos, bactérias e fungos, em
geral (GALINDO, 2009; CORDEIRO & PUJOL-LUZ, 2010; NGOEN-KLAN et al., 2011,
MARCHIORI & SILVA, 2011). E vélido salientar que as larvas de C. megacephala causam
miiases secundarias, isto €, quando presente em hospedeiros vivos, alimentam-se apenas de
tecido necrosado, morto (FREIRE & MELLO, 2006; MORETTI & THYSSEN, 2006;
MCINTOSH et al, 2011).

As caracteristicas importantes para a escolha da espécie de mosca a ser utilizada na
terapia larval séo: elevada distribuicdo geografica, facil manutencdo em laboratorio, elevada

velocidade de desenvolvimento, realizacdo de postura de ovos (e ndo larvas) e possuir baixa



especificidade na escolha de substrato de oviposi¢do. Contudo, a mais importante delas € ndo
ser causadora de miiases primérias, ou seja, ndo se alimentarem de tecido vivo. Portanto, as
larvas da espécie de mosca utilizada devem ser necrofagas ou se alimentar de outros tipos de
matéria organica (SHERMAN et al., 2000; MARCONDES, 2006).

As larvas auxiliam a cicatrizacdo do tecido por estimularem, com seu movimento, a
producdo de exsudato serosos, que removem as bactérias, e de tecido granuloso de
cicatrizacdo, por se alimentarem de bactérias e de tecido necrosado, esterilizando o material
que passa por seu tubo digestivo e por secretarem agentes terapéuticos como a alantoina e
uréia. Adicionalmente, causam aumento no pH da lesdo, por produzirem aménia,
prejudicando com isso o desenvolvimento de bactérias, mesmo as resistentes aos antibioticos
modernos e, finalmente, rompem com suas pegas bucais as crostas formadas por tecidos
mortos na ferida, facilitando a digestdo do material (SHERMAN et al., 2000; MARCONDES,
2006).

As larvas de mosca utilizadas em terapia larval pertencem a familia Calliphoridae,
sendo a espécie Lucilia sericata a mais utilizada para esse fim (SHERMAN, 2000;
GALINDO, 2009), e apesar de estar presente no Brasil, ndo é encontrada em todos os estados,
e por isso ndo é a mais indicada para essa pratica no pais. O género Chrysomya, ao contrario,
estd presente em praticamente todo o pais e é altamente adaptado as suas varias condicdes
climaticas e ecoldgicas, sendo por isso 0 mais indicado para essa pratica no Brasil. O género é
tipico das regibes subtropicais e tropicais do velho mundo (HU et al, 2011), porém, foi
introduzido no sul do Brasil com sucesso por volta de 1975, periodo que coincidiu com o
éxodo de refugiados da Angola, que traziam seus animais domeésticos com eles em navios
(GOMES et al. 2003; FREIRE & MELLO, 2006; ROMAO, 2011). Existem estudos
realizados mostrando a eficicia da esterilizacdo de ovos de C. megacephala e também a
efetividade de suas larvas no desbridamento de Ulceras em camundongos, entretanto, a
espécie ainda ndo era utilizada na terapia larval em humanos, apesar de possuir caracteristicas

favoraveis para sua utilizagdo com esse intuito (NITSCHE, 2010).

A espécie Chrysomya megacephala foi escolhida para o presente estudo, dentre outros
califorideos, pois tem ampla distribuicdo, inclusive no Rio Grande do Norte, possui ciclo de
desenvolvimento rapido, € facil de identificar e coletar e suas larvas sdo muito ativas e
vorazes (FREIRE & MELLO, 2006).



1.4 Aspectos fisiologicos da pele e cicatrizacao

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e varia de espessura dependendo da regido
do corpo (de 1 a 4 mm). Ela desempenha um papel importante de barreira fisica contra
microrganismos, alguns parasitas, radiacdo UV e agressdes mecanicas. Tem fungdo de
termorregulagéo, de metabolismo da vitamina D e na sensagdo de dor, temperatura e tato.
Atua também na resposta celular e humoral e na identificacdo pessoal. Revestindo o corpo, a
pele cumpre sua funcdo, a qual é proteger estruturas internas, separando o ambiente externo
agressivo do ambiente interno do corpo. A pele é formada por duas camadas, a epiderme e a
derme (RIBEIRO et al, 2004; IRION, 2005).

A epiderme é a camada externa da pele, com renovacéo celular constante (de hora em
hora se descama um milhdo de células mortas). N&o possui vascularizagdo e sua nutri¢do
ocorre por difusdo. E composta de camadas de queratina e melanina (Figura 6) (RIBEIRO et
al, 2004; IRION, 2005).

Quanto a derme, essa € a segunda camada da pele, medindo de 1 a 4 mm. Nela estdo
0s vasos sanguineos e linfaticos, os musculos eretores do pelo, os foliculos pilosos, 0s nervos
receptores e sensitivos e as terminacfes nervosas através das quais sentimos o toque, o calor,
o frio, e a dor. Na derme também se encontram as glandulas sudoriparas e sebaceas que
ajudam a manter a pele flexivel e impermeavel (Figura 6) (RIBEIRO et al, 2004; IRION,
2005).

Apesar de muitas vezes nao ser considerado como pele, o tecido subcutaneo
(hipoderme) merece atencéo e estudo assim como os musculos, 0s 0ss0s, 0s vasos sanguineos,
as terminagdes nervosas e as demais estruturas que integram as camadas da pele e adjacéncias
(Figura 6) (RIBEIRO et al, 2004; IRION, 2005).
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Figura 6: Camadas epiderme, derme e hipoderme e estruturas da pele.
Fonte:www.ebah.com.br/content/ABAAAeomcAJ/apresentacao-cicatrizacao-final

Quando hd um comprometimento da integridade da pele juntamente com uma lesao
aos tecidos organicos, ocorre a formacdo de uma ferida. Uma determinada sequéncia de
eventos promove a correcdo do defeito e a restauracdo da superficie da pele apds uma lesdo. A
profundidade da lesdo determina a sequéncia desses eventos. E 0 conjunto dos eventos que
promovem a cura da ferida é chamado de cicatrizacdo (RIBEIRO et al., 2001; IRION 2005).

A cicatrizagdo das feridas € um processo altamente complexo. Nele existe uma
seqiiéncia de estagios/fases interdependentes e sobrepostos descritos como inflamagéo (fase

exsudativa), reconstrucgéo (fase proliferativa), e a fase de maturacdo (MARTINS et al, 2006).

A fase inflamatoria é iniciada através do rompimento dos vasos, resultando na
ativacdo das cascatas de coagulacdo, formacdo do tampdo e recrutamento de mondcitos e
neutrdfilos. J& na fase proliferativa, ocorrem a formacéo da granulacgdo e reepitelizacéo e, em
algumas feridas, a contracdo. Esses processos podem ocorrer de forma simultanea. A ultima
fase é a fase de maturacdo, que é essencialmente a remodelacdo do tecido. E executada
basicamente pelo controle mutuo entre fibroblastos e matriz extracelular (IRION, 2005;
NITSCHE, 2010).

Ha diversos fatores que podem afetar positivamente ou negativamente o processo de
cicatrizacdo. Idade e fatores como algumas doengas cronicas, diabetes, obesidade e uso de
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corticoides, quimioterapicos e radioterapia interferem no processo cicatricial da pele por gerar
transformacdes fisiolgicas em todo o organismo. A medida que avanca, a idade faz ocorrer
uma série de alteracdes nutricionais, metabdlicas, vasculares e imunoldgicas. Tais alteracdes
tornam o individuo mais suscetivel ao trauma, a infeccdo e a dificuldade de cicatrizagédo
(RIBEIRO et al, 2004).

1.5  Fisiopatologia do pé diabético

O Diabetes Melito (DM) é uma doenca metabolica resultante de defeitos da secre¢édo
de insulina ou da acdo da insulina, ou ambos. A insulina é um horménio produzido pelo
pancreas que é responsavel pelo controle do nivel de glicose no sangue. Os efeitos principais
da doenca sdo hiperglicemia cronica relativa, com alteragdes no metabolismo dos
carboidratos, lipidios e proteinas; e as complicacbes macrovasculares, microvasculares e
neuropaticas. Dentre os tipos de DM, o tipo 2 corresponde, aproximadamente, a 90% dos
casos, e dentre suas complicacdes cronicas destacam-se as lesdes ulcerativas em membros
inferiores (CUBAS et al, 2013). A condicdo de hiperglicemia cronica esta associada, apds
longos periodos, com a lesdo e a faléncia de varios 6rgaos, especialmente os olhos, rins,
nervos, coracao, e vasos sanguineos (MOTTA el al, 2012).

A populacao diabética mundial vem aumentando nos Gltimos anos, 0 que também tem
sido acompanhado nos paises em desenvolvimento e, no Brasil, ndo é diferente. No ano de
2005, cerca de oito milhGes de pessoas eram acometidas pela doenca no Brasil. Em 2002, O
Diabetes Melito acometia cerca de 173 milhdes de pessoas no mundo e é esperado que esse
namero cresca e chegue a 300 milhdes em 2025. Os numeros sdo alarmantes, de tal forma
que essa doenca tem se tornado um relevante problema de satde publica mundial e nacional.
(MOTTA et al, 2004; NITSCHE, 2010).

Ulceras nos pés sdo uma complicagdo comum do diabetes. O Consenso Internacional
Sobre Pé Diabético define pé diabético como uma infeccdo, ulceracdo ou destruicdo de
tecidos profundos do pé associada com neuropatia e/ou doenca arterial periférica na
extremidade inferior de pessoas com diabetes. (INTERNATIONAL CONSENSUS ON THE
DIABETIC FOOT, 2011).

Um quinto de todos os individuos com diabetes desenvolvem infeccdo no pe diabético

e sdo hospitalizados pelo menos uma vez em sua vida. Essa complicacdo apresenta maior
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relevancia quanto a admissao em hospitais e internacGes prolongadas. Dados da populacdo
mundial mostram que 82 mil pessoas tém extremidades amputadas a cada ano, a cada 30
segundos uma perna € amputada no mundo e é estimado que 14 — 20% de diabéticos sofram
amputacdo. As amputacOes geralmente decorrem de Ulceras crénicas as quais resultam de
fatores fisiopatoldgicos como Doenca Periférica Vascular e Neuropatia Diabética (IRION,
2005; BAKKER& SCHAPER, 2011; MOTTA et al, 2004).

Procedimentos padrdes de atendimento para o tratamento de Ulceras de pé diabético e
subsequentes infeccBes envolvem uma multimodal e interdisciplinar abordagem de equipe,
que inclui o tratamento de feridas, administracdo de antimicrobianos sistémicos e por muitas
vezes, procedimentos cirargico. Consequentemente, acarretam em altos custos com
tratamentos, desconforto e visitas aos centros de saude. Entretanto, mesmo sendo realizados
os devidos procedimentos, Ulceras de pé diabético podem levar a significativa morbidade e
mortalidade. E, em adig¢do aos resultados relativamente pobres encontrados nos tratamentos de
Ulceras cronicas de longa data e infeccBes graves, as pesquisas recentes tém se concentrado
em terapias complementares para promover a cicatrizacdo e reparo dessas feridas (IRION,
2005; APELQVIST et al, 2007; ABAD & N. SAFDAR, 2012; ALEXIADOU & DOUPIS,
2012;WANICZEK et al, 2013).

Varios estudos tém relatado o uso de medidas ndo tradicionais, em um esforco para
melhorar a infeccdo, a cicatrizacdo das feridas, ou até mesmo a resposta do paciente portador.
Estes incluem a avaliacdo de terapia de feridas por pressdo negativa, do fator recombinante
estimulador de colénias de granuldcitos, oxigenoterapia sistémica hiperbarica, a terapia larval,
aqui estudada, e o uso de mel (BISHOP & MUDGE, 2012; DOERLER ET AL, 2012;
WANICZEK et al, 2013).

A etiologia das Ulceras do pé diabético ¢ tipicamente multifatorial. E pouco provavel
qgue um fator isolado cause as tais lesbes nos membros inferiores. A triade classica de
neuropatia periférica, deformidade do pé e pequeno trauma, que representa a maioria das vias
que levam a ulceras nos pés foi identificada num estudo de referéncia por Reiber et al (1999).

Entretanto, além desses fatores, é valido ressaltar que a negligéncia é uma condicao
comum nos pacientes que apresentam diminui¢do da sensibilidade, pois as deficiéncias na
mobilidade e de visdo, além de problemas imediatos como insuficiéncia renal limitam o
autocuidado (IRION, 2005). A neuropatia é provavelmente o fator mais comum na formacéo
da ulcera. Afora a neuropatia, a insuficiéncia arterial e doenga vascular periférica (DVP) tém
se mostrado também presentes na fisiopatologia da ulcera (CARVALHO et al, 2004; IRION
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2005; SINGH, 2008; BADER, 2008; WANICZEK et al 2013). Contudo é importante ser
posto que nem sempre ha a coexisténcia da neuropatia e do fator vascular, em especial a DVP.
Alguns individuos com diabetes melito em maior ou menor intensidade desenvolverdo uma
aterosclerose grave, mas sem neuropatia. O que tem se mostrado mais comum é o
aparecimento da neuropatia antes da isquemia, entretanto, frequentemente as duas condic¢oes
citadas acima estdo presentes (IRION 2005).

No estudo classico de Reiber et al. (1999), a neuropatia periférica foi o0 componente
mais comumente identificado nas Ulceras de pé, estando presente em 78% dos pacientes que
posteriormente desenvolveram Ulceras do pé. Esta € uma complicagdo comum em longo prazo
do diabetes, com uma prevaléncia estimada variando entre 28,5% a quase 50% (REIBER et
al, 1999). Da mesma forma, um estudo prospectivo revelou que a presenca de neuropatia
periférica aumenta o risco de Ulceras nos pés em quase sete vezes. A neuropatia sensorial dos
membros inferiores nestes estudos foi baseada num limiar de percepgao vibratéria > 25 Hz ou
como uma incapacidade de sentir o monofilamento 5,07 em qualquer local sobre o pé
envolvido (YOUNG et al, 1994; ABAD & SAFDAR, 2012).

Como resultado dessa miriade de etiologias (neuropatia, doenca vascular periférica e
insuficiéncia arterial), as Ulceras sdo incapazes de progredir rapidamente pelas fases da
cicatrizacdo (inflamacdo, proliferacdo e maturacdo) de forma ordenada e em tempo habil,
adquirindo caréater crénico, proporcionando a formacdo de necrose e comprometendo o
ambiente para a proliferacdo bacteriana. Essas Ulceras podem rapidamente tornar-se
infectadas e notoriamente dificeis de gerir.

Quando estabelecida a infecgdo, 0s microrganismos responsaveis mais frequentes
encontrados nas infecgdes agudas e feridas superficiais, e em pacientes que nao tenham sido
previamente tratados com antibioticos, sdo as bactérias aerdbias Gram Positivas
(principalmente Staphylococcus aureus e Streptococcus beta-hemolitico - grupos A e B). Ja as
infecgBes em pacientes que tenham recebido recentemente antibidticos ou com feridas
profundas ou cronicas sdo geralmente de carater polimicrobiano, com a presenca de bactérias
aerdbias Gram Positivas e Gram Negativas (por exemplo, Escherichia coli, espécies de
Proteus e espécies Klebsiella) e anaerdbias (por exemplo, espécies de Bacteroides,
Clostridium, Peptococcus e Peptostreptococcos). S. aureus resistente a meticilina (conhecido
pela sigla MRSA — Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) € o patdogeno mais comum
em pacientes que tenham sido previamente hospitalizados ou que tenham recebido
recentemente antibioticoterapia. A infeccdo por MRSA também pode ocorrer na auséncia dos

fatores de risco devido ao aumento da prevaléncia de MRSA na comunidade. As bactérias
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anaerdbias estdo, em geral, presentes em pacientes com isquemia no pé ou gangrena.
Contudo, um trabalho realizado no Estado do Ceard com Ulceras de pé diabético mostrou que,
de forma geral, as bactérias gram negativas estavam em maior nimero colonizando as ulceras
(177 de um total de 298 bactérias isoladas) (MOTTA et al, 2004; BADER, 2008;
VALACHOVA et al, 2013). E valido ressaltar que o quadro infeccioso pode ser agravado nos
casos em que ha resisténcia bacteriana, a qual tem atingido niveis alarmantes. Casos de
resisténcia tém sido descritos como urgéncia clinica devido a alta incidéncia destes isolados
em infeccdes, gracas ao surgimento e a disseminacdo desses microrganismos em todo o
mundo.

Deste modo, para a resolugdo da infeccdo do pé diabético e a fim de proporcionar a
evolucdo e total cicatrizacao dessas feridas, medidas de desinfeccdo e desbridamentos efetivas
sdo0 o primeiro passo a ser tomado (MORGAN & NIGAM, 2013).
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2. JUSTIFICATIVA

A utilizagdo de larvas de moscas é uma alternativa vidvel no tratamento de Ulceras de
dificil cicatrizacdo, pois alem de possuir menor custo em relagdo aos métodos atuais de
tratamento € mais seletiva. Dentre as principais doencas que resultam em formacéo de ulceras
de dificil cicatrizacdo, destaca-se o diabetes, e devido a falta de informacdo tanto dos
pacientes quanto dos profissionais de salde e principalmente pela existéncia de cepas
resistentes a antibidticos, uma grande parte dessas lesdes ndo sdo devidamente tratadas,

ocasionando em um grande numero de amputacoes.

O principal tratamento dessas Ulceras é feito com desbridamento do tecido,
normalmente mecanicamente, e com a aplicacdo de antibioticos, o que causa dor ao paciente
e acaba selecionando microorganimos resistentes. Além disso, as técnicas de desbridamento
atuais tém acdo mais lenta, o paciente sofre muito com a demora na cura as lesdes, ficando
sujeito a agravamento e amputacdo e o desbridamento por limpeza cirdrgica leva a perda
consideravel de sangue, o que ndo ocorre com a terapia larval (STEENVOORDE &
JUKEMA 2004). Adicionalmente, o custo financeiro mensal desse tratamento, para uma
ferida de 2,5 cm? varia de R$60 a R$332,00, podendo o valor ser quadruplicado para uma
ferida de 10 cm? (CARMO et al. 2007). Ao passo que a criacdo e manutencdo de coldnias de
moscas é relativamente facil e de baixo custo, necessitando basicamente de um insetario com

controle de temperatura, umidade e fotoperiodo.

Quando comparada a outras metodologias, a terapia larval apresenta resultados
melhores ou iguais. Um estudo em 103 pacientes internos, com feridas de pressdo, que
receberam tratamento convencional ou terapia larval, mostrou que 80% das feridas com TL
(terapia larval) foram desbridadas, em comparacdo com 48% com o tratamento convencional.
Houve reducdo significativa mais rapida na area das feridas com a TL e na quantidade de
tecido necrotico, com superioridade da TL sobre o tratamento convencional (SHERMAN
2002).

A terapia larval, em testes realizados nos Estados Unidos, desbridou ulceras de
pressdo em pacientes com dano em coluna espinal em velocidade muito maior que o0s
tratamentos ndo cirdrgicos. Feridas necréticas de 5 a 30 cm? foram desbridadas em 1,5
semanas, com TL, em comparacdo com quatro semanas pelo uso de bandagens convencionais

(REAMES 1988). Feridas que estavam aumentando a uma velocidade de 21,8% por semana,
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antes de receber a TL, comecaram a ter sua area reduzida a cerca de 20% por semana, logo
apos o tratamento (SHERMAN 1995).

Para avaliar a importancia da técnica, em cinco anos, mais de 15 mil tratamentos
foram aplicados no Reino Unido, em 650 centros (ANDREWS et al.1998). Na Alemanha, em
um ano, 215 pacientes receberam cerca de mil aplicacdes, e nos ultimos dez anos quase 10
mil pacientes foram tratados no mundo com essa técnica. Tem sido obtido desbridamento
completo ou significativo em 80-95% dos casos em que a TL tem sido utilizada, formando-se
novas camadas de tecido saudavel sobre a lesdo. A dor e 0 mau cheiro provenientes das
lesbes costumam diminuir rapidamente. Em proporc¢édo significativa dos casos, foi evitada

amputacdo dos membros.

Em levantamento feito pelo Surgical Materials Testing Laboratory (SMTL), em
Bridgent, Gales, foi obtido desbridamento total ou parcial em 100 de 106 feridas (94,3%),
com 86,9% delas apresentando tecido de granulacdo; em 94 feridas, a dor aumentou em 33
(35,1%), diminuiu em sete (7,4%) e ndo mudou em 54 (57,4%). Quanto aos responsaveis
pelo tratamento, consideraram que a terapia larval teve papel importante e limitado,
representando respectivamente 65,3% e 34,7% dos consultados. Ainda ndo houve quem
considerasse nulo o seu papel na cura das feridas.

Apesar de apresentar tais dados positivos em relacdo ao seu uso, beneficiando
sobremaneira o processo de cicatrizagdo das feridas, ndo ha relatos da utilizagcdo da terapia
larval em humanos no Brasil. Portanto, o presente trabalho possui um carater pioneiro tanto
em relacdo a implementacdo da técnica, quanto em relacdo a espécie de mosca utilizada, que

no presente estudo foi a espécie Chrysomya megacephala.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

- Avaliacdo da eficacia da terapia larval no tratamento de Ulceras de dificil

cicatrizacdo.

3.2 Objetivos especificos:

- Mensurar o grau de reparacdo da lesdo em cicatrizacdo através da descricdo

macroscopica qualitativa e quantitativa do processo de cicatrizagéo;

- ldentificar a etiologia e resisténcia bacteriana das possiveis espécies bacterianas
presentes nas Ulceras, antes do uso da terapia larval.

- Avaliar o custo das aplicacBes de terapia larval e comparar com terapéuticas

convencionais de rotina utilizadas no HUOL.



18

4. MATERIAIS E METODOS

4.1  Protocolo de Inclusdo dos pacientes no Estudo

Para a inclusdo na pesquisa em questdo, os pacientes foram esclarecidos, dentre outros
pontos, sobre os procedimentos a serem realizados, 0s possiveis beneficios bem como
limitagdes, riscos ou incomodos como prurido, por exemplo, da terapia larval, além dos
cuidados necessarios com 0s curativos como ndo encharcar o curativo ou esmaga-lo. Também
responderam a um questionario para uma melhor anamnese e avaliacdo da Ulcera e igualmente

para que fatores predisponentes pudessem ser identificados (Anexo 1).

Somente foram inclusos pacientes maiores de 18 anos, diabéticos, e que apresentem
Ulcera/leséo cronica de dificil cicatrizacdo em membros inferiores, em acompanhamento no
Hospital Universitario Onofre Lopes, na cidade de Natal, estado do Rio Grande do Norte.

Todos os pacientes inclusos eram domiciliados na regido metropolitana de Natal.

ApoGs os esclarecimentos, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) do projeto intitulado “Uso da terapia larval no tratamento de Ulceras de dificil
cicatrizagdo em pacientes no Hospital Universitario Onofre Lopes- Natal, RN aprovado

pelo Comité de Etica em Pesquisa do HUOL sob nimero de cadastro 621/11 (Anexo 2).

4.2 Manutencdo da colénia de Chrysomya megacephala no Laboratério de Insetos e
Vetores- UFRN

Os ovos e larvas utilizados nas aplicacBes dos curativos biolégicos foram obtidos de
colbnias mantidas no insetario do Laboratorio de Insetos e Vetores — LIVe do Departamento
de Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte - UFRN.
Contudo, os primeiros exemplares adultos de C. megacephala foram coletados na area do
Centro de Biociéncias da UFRN, com o auxilio de armadilhas contendo iscas de carne, frango

e peixe crus conforme Marcondes (2006).

Apbs as coletas, as moscas foram encaminhadas ao laboratorio e colocadas em freezer
por cerca de 90 segundos para serem anestesiadas e com isso procedeu-se a identificagdo com
0 auxilio de um microscopio estereoscopio e chaves dicotdmicas especificas (CARVALHO &
RIBEIRO, 2000, CARVALHO, 2008).



19

Depois de procedida a identificacdo, as moscas foram colocadas em gaiolas teladas
nas laterais e no fundo com dimensdes de 30x30x30 cm e mantidas a temperatura de 26 °C,
fotoperiodo de 12 horas, e umidade de 70%. Para manutencdo em cada gaiola, foram
colocadas placas de petri, contendo algoddo umedecido com agua destilada e algodao
umedecido com solucéo acucarada a 10%. O substrato de oviposi¢do oferecido era composto
por levedo de cerveja, leite em pd, farinha lactea, racdo para peixes ornamentais, agua
destilada e papel toalha picado (PINHEIRO, 2011).

4.3  Procedimentos para a realizacédo da terapia larval

1° passo: Avaliagdo da ulcera do paciente

Cada paciente foi selecionado pela comissdo de curativos do HUOL e todos o0s
curativos foram realizados no ambulatoério cirdrgico do HUOL. Apds a avaliacdo clinica
inicial das Ulceras mediante registro fotografico, mensuragdo dos menores e dos maiores
didmetros das Ulceras (com o auxilio de um paquimetro digital) os exemplares de C.
megacepahala eram solicitados ao LIVe para o inicio do tratamento. Essa afericdo além de
ser feita antes da aplicacdo da TL, foi realizada também a cada quinze dias, para que fossem
notadas mudangas significativas, inclusive com avaliagdes dos percentuais de necrose tecidual
e granulacdo da superficie da Ulcera e para que o célculo da quantidade de larvas necessarias

fosse realizado.

2° passo: Esterilizagédo dos ovos para uso na terapia larval

Apos a solicitacdo para a realizacdo da TL, os ovos, separados para esse fim, foram
submergidos em hipoclorito de sodio (solucdo detergente) e separados em uma placa de petri
forrada com papel filtro com o auxilio de uma alca calibrada. Depois da separacdo, 0s 0vos
foram esterilizados utilizando o procedimento descrito por Marcondes (2006) com uso de
formalina 10% em capela de fluxo laminar. Depois de procedida a esterilizacdo, 0s ovos
foram lavados com soluco fisioldgica estéril e incubados em placas de Agar Mueller Hington

suplementado com 5% de sangue de carneiro (DIFCO-Laboratories, Detroit, MI, USA) a
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temperatura ambiente por 24 horas. Para o transporte para 0 HUOL e posterior aplicagéo, as
larvas recém-eclodidas foram transferidas para recipientes estéreis (Figura 7).

Para monitoramento da efic&cia da esterilizacdo larval, foram realizados, antes de cada
aplicacdo da bioterapia, ensaios microbiol6gicos com uma amostra dos ovos. As amostras dos
ovos foram retiradas e em seguida, foram semeadas em placas de Agar Mueller Hington
suplementado com 5% de sangue de carneiro (DIFCO-Laboratories, Detroit, MI, USA),
seguindo-se da incubacdo das placas em estufa bacteriolégica a 37°C por 24/48 horas.

Figura 7: Larvas de 2° instar de Chrysomya megacephala estéreis
acondicionadas em recipientes estéreis para transporte.

3° passo: Aplicacao do biotratamento

Foram utilizadas larvas de segundo estadio que passaram por um rigoroso controle
microbioldgico nas Ultimas 24h que antecederam as terapias. Para os curativos, foram
utilizadas cinco larvas por cm? de tecido comprometido (MARCONDES, 2006). A técnica da
terapia larval consistiu em uma lavagem inicial com solucdo de cloreto de sédio a 0,85%
seguida por coleta do espécime clinico para analise microbioldgica e aplicacdo das larvas
livres na base da Ulcera sob cobertura de gaze estéril por toda sua extensdo. Quando
necessario, hidrocol6ides CGF eram utilizados para a protecdo da area perilesional e formacéo
de uma barreira para as larvas que circulavam a superficie da Ulcera. Foram realizados
curativos bioldgicos e as larvas foram deixadas por 48h, com intervalos de 48 horas entre as

aplicacdes (Figura 8). Nesses intervalos, foram utilizadas apenas gazes e solucdo fisiolégica
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para realizacdo dos curativos. Apds cada ciclo da terapia, as Ulceras foram avaliadas e uma
nova aplicacdo era realizada, caso fosse necessaria, até obtengdo total ou parcial do

desbridamento.

TA4. 50 HUOL
TERAPIA, LARVA
D€ oirveTIcO) 1310912

Larvas de C.
megacephala (3°
estadio) apos 48

horas sobre a

ilcera

Figura 8: Retirada de larvas de C. megacephala apds 48 horas da
aplicacdo. Fonte: Laboratdrio de Insetos e Vetores UFRN.

4.4  ldentificacdo bacteriana e Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos (TSA)

Visando se obter o perfil microbiano presente em cada Ulcera, a coleta do espécime
clinico foi precedida de lavagem da ulcera com jatos de solugéo fisioldgica 0,85% morna.
Apbs a lavagem, foram realizadas as coletas com dois swabs com a técnica Z (Zig-Zag)
(COOPER et al, 1996). Depois da coleta a amostra foi enviada acondicionada em meio de
transporte Stuart (DIFCO-Laboratories, Detrit, NI, USA) para o Laboratério de Micobactérias
do Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte DMP/UFRN. O processamento do espécime clinico foi realizado utilizando
procedimentos e meios de cultura recomendados por Murray e cols (1999). O espécime foi
semeado em meio seletivo Agar Mac.Conkey, meio de cultura liquido BHI (BrainHeart
Infusion broth) e Agar BHI suplementado com 5% de sangue de carneiro (Difco Laboratories,
Detroit, MI, USA) seguido de incubacdo em estufa bacterioldgica em atmosfera convencional
a 35°C por 24h. Em seguida, foram realizadas provas bioquimicas para identificacdo das
bactérias até o nivel de espécie (KONEMAN et al., 2008). Para o Teste de Sensibilidade a
Antimicrobianos (TSA) utilizou-se a técnica de Kirby-Bauer- Agar disco — difusdo em placa,
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seguindo os critérios de sele¢do de antibidticos recomendados pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) 2013. Para a estocagem bacteriana, algadas pesadas de colonias
isoladas do microorganismo previamente identificado foram re-suspendidas em dois
eppendorf contendo 1 ml de BHI + glicerol a 10% cada (Brain Heart Infusion Broth) e

armazenado em freezer a -20°C e -80°C.

4.5  Testes fenotipicos confirmatorios para resisténcia a antibioticos
= Confirmacéo fenotipica da producéo de beta-lactamases de espectro estendido:

Para as enterobactérias ndo suscetiveis a pelo menos uma cefalosporina de 3° geracao,
a técnica de disco aproximacao, também conhecida como disco sinergismo (JARLIER, 1988;
PITOUT et al., 2003) foi efetuada a fim de confirmar a producdo de ESBL. Para tanto, foram
utilizados os antibidticos Amoxicilina-Acido clavulanico 20/10pg, Cefepime 30ug,
Ceftazidima 30ug, Aztreonam 30ug e Cefotaxima 30 pg a uma distancia de 20 mm centro a
centro. Uma deformacao de halo de inibicdo ou aparecimento de zona fantasma entre o disco
de qualquer B-lactamico e o de amoxicilina/clavulonato foi considerada evidéncia de ESBL.
(Jarlier et al., 1988). Nos casos em que a avaliagcdo presuntiva de ESBL (resisténcia a alguma
cefalosporina de 3° e/ou 4° e/ou monobactamico) foi positiva, porém o teste de disco
aproximacdo negativo, a distancia entre os discos foi reduzida (Pitout et al., 2003). Para
controle de qualidade do teste foi utilizada a cepa controle positivo Klebsiella pneumoniae
CCBH 3858.

» Confirmacdo fenotipica da producdo de beta-lactamases do tipo Carbapenemases:

Enterobactérias ndo suscetiveis a pelo menos um carbapenémico (Ertapenem,
Meropenem ou Imipenem) foram submetidas ao teste de Hodge modificado (MHT) seguindo
as diretrizes do CLSI 2013, a fim de triar potenciais produtores de carbapenemase. Foram
consideradas potenciais produtoras de carbapenemase amostras que favoreceram o0
crescimento da E.coli ATCC 25922 proximo ao disco do carbapenémico. Para controle de
qualidade do teste foram utilizadas as cepas de E. coli ATCC 25922 e a cepa controle positivo
Klebsiella pneumoniae CCBH 4955.
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4.6  Analise dos custo das aplicagdes de terapia larval e comparacdo com terapéuticas
convencionais de rotina utilizadas no HUOL.

Foram avaliados os custos com a producdo das larvas para uso em terapia larval e
foram comparados aos outros curativos utilizados rotineiramente no HUOL através de uma
andlise de preco comercial e de licitacdo. Também foram comparados os gastos com cada tipo

de tratamento e o tempo necessario para realizacdo dos procedimentos.

4.7 Andlise estatistica

Para todas as feridas foram realizadas uma analise descritiva dos dados, com
mensuracao da area de necrose antes e apos a realizagdo da terapia larval, além das espécies
de bactérias presentes em cada.

A avaliacdo da eficécia da terapia larval foi feita usando o proprio paciente como seu
controle: uma comparagdo entre médias de duas amostras pareadas, onde foram comparados
os tamanhos da area de necrose, do tecido de granulacdo e dos didmetros antes e depois da
terapia larval por meio de um Teste t pareado (Callegari- Jacques 2003). O programa usado

para as analises foi o BioEstat 5.0.
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S. RESULTADOS

5.1 Perfil geral dos pacientes tratados com a Terapia Larval

Cinco pacientes foram submetidos a terapia larval e todos eles apresentaram melhoras
significativas nas feridas no curso do tratamento. Apesar deste estudo inicialmente ndo ser
restrito a pacientes diabéticos, todos os pacientes nele inseridos possuiam tal condicéo
cronica e encontravam-se acima de 53 anos de idade. A terapia foi aplicada em trés homens

(dois idosos) e duas mulheres idosas (Tabela 1).

Em todos os pacientes desse trabalho, pode-se constatar a diminui¢do do odor exalado
pelas Ulceras tratadas com TL. Dois pacientes, M.R.S e F.P.S. relataram prurido durante as
sessOes. Outro relatou dor, J.A.S., 0 que tentou ser combatido com a prescricdo de
analgesicos. Apos quatro sessdes de terapia, o paciente J.A.S. queixou-se de dor mais severa e
desistiu do tratamento. Com excec¢do da paciente S.F.G., 0s demais pacientes possuiam

Ulceras que acometiam os tecidos subcutaneo, muscular, ésseo e tenddes.



Tabela 1: Habitos comportamentais predisponentes dos pacientes e informacdes sobre suas Ulceras.

Duracéo do desbridamento
(média)

28 dias (5-45)

Tratamento Prévio

Idade (média)

Doencas Associadas

Sobrepeso/Obesidade

Uso de Antibiéticos Sistémicos

Atendimento Ambulatorial on
Interno:

Local da Ferida

Presenca de Outras Feridas

Uso de Alcool

Fumante
Caso Recidivante
Tempo de Diabetes (média)

Restricio Locomotora

Agentes quimicos desbridantes: 1
Procedimentos Cirtirgicos: 4
70 anos (54-83)

Doenga Cardiaca: 1
Doenca Periférica Vascular: 1
Hipertensdo: 3
Doenga Renal: 1
Sobrepeso: 2 Obesidade: 0

Sim: 4  Nao: 1 (somente uso prévio ao tratamento)
Ambulatorial: 2
Interno: 3
Interno ¢ Ambulatorial: 2
Lesdo na planta do pé: 1
Lesao no dorso do pé: 1
Lesao transmetatarsiana: 3
Sim: 0 Nao: 5
Sim: 0 Nao: 5
Sim: 0 Néo: 5
Sim: 0 Nao: 5
30 anos (20-40)

Sim: 4 Nao: 1

5.2 Avaliacédo do desbridamento com o uso da terapia larval
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A evolucdo das Ulceras dos pacientes, quanto aos percentuais dos tecidos necroticos e

de granulacdo e em relacdo a superficie da Ulcera, durante as afericGes estdo organizadas nas
figuras 9 e 10. As maiores variagdes foram encontradas nos pacientes M.R.S. e S.F.G.

O percentual de necrose do paciente M.R.S. inicialmente era de 50% e ap6s quatro
aferi¢cbes chegou a apenas 1% com total cobertura de tecido 6sseo e tenddes por granulagéo.
Ja a granulacdo aumentou durante o curso da terapia (foi de 50% a 99% em relacdo a
superficie total da Ulcera). Quanto ao paciente S.F.G., ndo havia exposi¢do 0ssea, entretanto,
98% superficie da Ulcera era constituida por tecido necrotico. Percentual esse que diminuiu
para 65% ap0os uma aplicacdo. A granulagdo também aumentou apos a primeira aplicacao (foi
de 2% a 35% em relacdo a superficie total da ulcera). A comparacdo da média total do tecido
de necrose e de granulagéo antes e apds os tratamentos mostrou diferenca significativa e pode

ser observada na figura 11.



120

100

80 \ M.R.S
\ —].AS

60
—=S.D.S.
40 S.F.G.
——F.P.S.
20
O T T T 1

12%NEC 2°2%NEC 32%NEC 4°9%NEC

Figura 9: Evolucdo da &rea percentual de necrose nas Ulceras tratadas
com terapia larval, em quatro afericdes.
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Figura 10: Evolucdo da area percentual de granulagdo das Ulceras tratadas
com terapia larval, em quatro aferi¢des.
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Figura 11: Comparacdo da média total do tecido de necrose e de granulagéo,
antes e apds os tratamentos com terapia larval.
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A diferenca entre o0 antes e o pds-terapia larval nas configuracGes dos leitos das feridas
podem ser observadas nas figuras de 12 a 16 abaixo.

Figura 12: Paciente M.R.S. a) Antes do inicio do tratamento. b) Superficie da
ferida ap0s seis sessOes de terapia larval.

Figura 13: Paciente J.A.S. a) Antes da terapia larval. b) Apds quatro sessdes de terapia
larval.



Figura 14: Paciente S.D.S. a) Antes da aplicacdo das larvas. b) Apds sete sessdes de

terapia larval.

a oy

Figura 15: Paciente S.F.G. a) Antes da aplicagdo das larvas. b) Ap6s uma sessao de
terapia larval.
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Figura 16: Paciente F.P.S. a) Antes da aplicacdo das larvas. b) Apos
oito sessdes de terapia larval.

5.3 Avaliacdo da Retracdo das Ulceras

Algumas mudancas guanto ao perimetro das Ulceras foram observadas. Pequenas e
grandes retracdes foram notadas em diferentes pacientes. Por auséncia de ferramentas para
este fim, a medicdo do perimetro ndo foi realizada, contudo, o menor didmetro e 0 maior
didametro - menor e maior distancia entre bordas opostas da Ulcera, respectivamente - das
lesGes foram mensurados antes do tratamento e a cada 15 dias enquanto era realizada a TL a

fim de calcular a area aproximada das Ulceras.

A maior variagdo de area de superficie da Ulcera foi encontrada na paciente M.R.S.
Inicialmente a &rea de superficie possufa 44,2 cm? e ap6s o tratamento chegou a 33,36 cm?
com reducdo percentual de 24,52%. J& a Ulcera da paciente S.F.G. ndo sofreu variacdo de
area, apenas nos percentuais de tecidos necrotico e de granulagdo. A &rea de sua Ulcera
permaneceu 13,74 cm? apds a aplicacdo. A comparacéo entre as médias dos didmetros antes e

apos terapia larval também mostrou diferenca significativa.

Na Tabela 2 estdo descritos os maiores e menores diametros, as areas, a redugdo em
percentual das Ulceras de cada paciente antes e ap6s a terapia, e a respectiva quantidade de
aplicacdes de larvas. Na Figura 17, podem ser observadas as médias dos diametros antes e

depois da terapia larval.
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Tabela 2: Maior e Menor Diametros (D) (cm) e Areas (Cm?) (Mensurados antes e apds terapia larval),
Reducdo Percentual (R.P.) das &reas das Ulceras dos pacientes e Numero de Aplicacfes de larvas (N.A.)

Pacientes Maior D  Menor Area Menor  Maior Area R.P. N.A.
antes D antes  antes D D depois
depois  depois

M.R.S. (1) 8,40 6,70 44,20 5,90 7,20 33,36 24,52 6
J.AS. (2) 9,50 7,50 55,96 7,10 9,30 51,86 7,33 4
S.D.S. (3) 9,26 8,98 65,31 8,56 8,53 57,35 12,19 7
SF.G. (4) 5,00 3,50 13,74 3,50 5,00 13,74 0,00 1
F.P.S. (5) 17,50 9,41 129,34 9,37 17,40 128,05 0,99 8
Média 9,93 7,22 61,71 6,89 9,49 56,87 9,01
Desvio 4,60 2,35 42,50 2,32 4,72 43,31 9,99
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Figura 17: Médias dos diametros antes e depois da terapia larval.

5.4  Espécies bacterianas isoladas, perfil de resisténcia aos antimicrobianos e espécies

confirmadas como produtodas de B-lactamases de espectro estendido

Todos os cinco pacientes apresentaram infec¢fes polimicrobianas e todas as espécies
identificadas pertenciam ao grupo das bactérias Gram Negativas. A espécie Pseudomonas
aeruginosa estava presente em todas as Ulceras. Na Tabela 3, sdo encontradas as espécies
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bacterianas isoladas nas Ulceras dos respectivos pacientes. Os resultados dos Testes de
Sensibilidade aos Antimicrobianos das espécies isoladas de seus respectivos pacientes sao

encontrados nos anexos 3 ao 7.

As frequéncias das espécies bacterianas isoladas em ordem decrescente foram:
Pseudomonas aeruginosa (42%), Escherichia coli (25%), Klebsiella pneumoniae (17%), e

Proteus mirabilis e Enterobacter cloacae com 1% cada.

Tabela 3: Espécies bacterianas isoladas dos seus respectivos pacientes.

Pacientes Espécies Bacterianas Isoladas

M.R.S. Pseudomonas aeruginosa’, Klebsiella

pneumoniae®, Escherichia coli

JAS. Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella

pneumoniae®, Escherichia coli

S.D.S Pseudomonas  aeruginosa®, Enterobacter
cloacae

S.F.G. Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli

F.P.S. Pseudomonas aeruginosa®, Proteus mirabilis

a) Cepas produtoras de p-Lactamases de espectro estendido. b) Cepas resistentes aos
carbapenémicos testados no TSA. c) Cepas submetidas a testes genotipicos.

As duas cepas de Klebsiella pneumoniae isoladas foram as Unicas enterobactérias
confirmadas como produtoras de [B-lactamases de espectro estendido. Quanto aos gram
negativos ndo fermentadores, duas cepas de P. aeruginosa foram identificadas
fenotipicamente como produtoras de B-lactamases de espectro estendido (isoladas de S.D.S e
F.P.S.). As espécies bacterianas isoladas da paciente M.R.S. foram submetidas a testes

genotipicos.
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5.5 Analise dos custos das aplicagdes de terapia larval e comparacdo com terapéuticas

convencionais de rotina utilizadas no HUOL.

Na Tabela 4, é mostrado o custo de uma aplicacdo de Terapia Larval e sdo mostrados
os valores comerciais e de licitacdo de curativos convencionais, além do tempo medio
demandado para realizacdo de cada procedimento. O valor de uma aplicacdo de Terapia
Larval (5,25 R$) s6 é maior do que a papaina em gel 8% (4,60 R$). No entanto a aplicacdo de
larvas pode permanecer até 72 horas sobre a superficie da Ulcera, e possivelmente realizar um

desbridamento mais duradouro e eficaz.

Tabela 4: Comparacao entre a terapia larval e diferentes métodos de desbridamento utilizados
no Hospital Universitario Onofre Lopes- HUOL. -

Terapia Larval x Terapéuticas convencionais
Realizacéo do
Tipo de terapéutica Valores (R$)* procedimento***

Licitagéo Comercial  Em minutos Pors%mana
a

Terapia Larval - 5,25** 30 48 a 72 horas

Desbridamento - - 60 a 120 -

Cirurgico

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 aplicagdo em ferida com aproximadamente 6,0x 5,0cm
** Valor ndo acrescido de hidrocol6ide. Contabilizados os custos com esterilizacdo e manutencéo da col6nia.
*** Eatores intervenientes ao processo podem postergar o tempo gasto para realizar o procedimento

a- Tempo que leva para a realizagdo da técnica

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

A terapia larval vem se solidificando a cada dia nos paises onde é utilizada. Os estudos
mostram que 0 seu uso €, em relacdo aos tratamentos convencionais, de uma eficacia
superior no tratamento de feridas de diversas etiologias, como queimaduras, Ulceras por
pressdo, pé diabético, fasciite necrosante, dentre outras. Quando o seu uso € ineficaz, ndo
chega a ser prejudicial e, em muitos casos, gera apenas um desconforto ou dor temporéaria
relacionada. Contudo, até o presente estudo, ainda ndo havia sido utilizada no Brasil para
tais finalidades, e se mostrou pouco conhecida e compreendida por alguns profissionais de

salide funcionarios do HUOL.

Através da analise dos dados produzidos no presente trabalho, pdde-se observar que a
terapia larval se mostrou eficaz no tratamento de cinco Ulceras cronicas de pés diabéticos
infectadas por microrganismos, alguns deles resistentes a multiplas drogas. O caso clinico da
primeira paciente, na qual foram aplicadas larvas de C. megacephala para desbridamento de
uma Ulcera crénica no Brasil foi aceito para publicacdo na revista Indian Journal of Medical

Research (Anexo 8).

As vantagens identificadas com o uso dessa técnica foram a exuberancia do tecido de
granulacdo, a rapidez no processo de digestdo dos debris, praticidade na execucao da técnica,
inclusive por permitir que o procedimento seja feito a nivel ambulatorial, além de menor

custo.

A terapia larval, que ressurgiu como uma alternativa ao tratamento de feridas
infectadas por microrganismos resistentes vém sendo utilizada rotineiramente em hospitais e
centros de saude pelo mundo. Entretanto, a grande maioria dos estudos foi conduzida a
espécie Lucilia sericata. Neste estudo, as larvas utilizadas para o desbridamento biol6gico
pertenciam a espécie C. megacephala. Quatro das Ulceras tratadas receberam previamente
tratamentos convencionais cirdrgicos e ndo cirurgicos, contudo ndo apresentaram melhora

significativa do quadro até o inicio do desbridamento bioldgico.

Quanto ao uso da espécie C. megacephala na terapia larval, através dessa pesquisa,
permitiu-se elucidar o comportamento dessa espécie para uso terapéutico. A espécie em
questdo mostrou-se eficaz no desbridamento, confirmando a sua seletividade e preferéncia por

tecidos necroticos sem a invasdo dos tecidos vidveis. Tais observagdes corroboram com 0s
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resultados encontrados em testes com camundongos (NITSCHE, 2010) e Taha et al. (2010),
que evidenciou que as enzimas proteoliticas presentes nos produtos da secrecao / excre¢ao de
larvas de terceiro estadio de C. megacephala foram eficazes no tratamento de feridas em ratos
causadas por acido sulfurico. Portanto, a utilizacdo de outras espécies de moscas na terapia
larval, principalmente endémicas, pode ser conduzida, sempre respeitando as bionomias das

espécies candidatas.

Em vérios trabalhos realizados com a terapia larval, ha o relato de dor pelos pacientes
relacionada as aplicacOes de larvas, a qual ndo é severa ao ponto de levar a desisténcia do
tratamento na maioria dos casos (SHERMAN, 2002, 2003; GILEAD et al, 2012; TELLEZ et
al, 2012). Apenas o paciente J.A.S. relatou dor, que o levou a abandonar o tratamento apds
quatro aplicacdes, entretanto, 0 mesmo apresentava maior sensibilidade e cursava o
tratamento com grande infeccdo nos tecidos moles. Outras desvantagens como “comichdo”,
sensacdo de ardor de leve intensidade e aumento do exsudato foram relatadas, mas néo

interferiram no processo.

No trabalho de Steenvoorde et al (2010), os autores concluiram que vérios fatores
influenciam significativamente a resposta da ferida a terapia larval, resultando em um saldo
negativo. Estes fatores incluem ter 60 anos de idade ou mais, ter isquemia cronica do membro
e ter feridas ndo causadas por trauma, mais antigas ou profundas (onde 0ssos, musculos ou
tenddes podem ser visualizados). Neste estudo, praticamente todos 0s pacientes e suas Ulceras

possuiam esses fatores, todavia, responderam bem a terapia.

Nos Estados Unidos, entre 1990 e 1995, foram analisadas 43 Ulceras tratadas com
terapia larval, o tempo médio da realizacdo da terapia foi de 4,8 semanas e atingiu-se o
completo desbridamento das Ulceras em 80% dos casos. No presente estudo a duracdo média
do tratamento foi de quatro semanas, entretanto, somente em um paciente atingiu-se o
completo desbridamento. Em ambos os trabalhos, foram observadas a diminuicdo do tecido

necrotico e aumento do percentual de granulagdo gradualmente (SHERMAN, 2002).

Quanto ao nimero de aplicacGes (curativos), geralmente esta relacionado com a area,
profundidade e percentual de tecido necrotico da ferida, além de fatores atrelados aos
microrganismos colonizadores e ao paciente. Em um estudo com pacientes ambulatoriais,
foram realizadas 7,5 aplicagbes em média (SHERMAN, 2001). Enquanto no trabalho
realizado por Steenvoorde & Jukema (2004) o numero de aplicacdes teve grande variacdo (de
3 a 21 aplicagdes), contudo o método de desbridamento utilizado foi o curativo realizado com
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biossacos, o qual tem um desbridamento menos efetivo e que normalmente requer mais
aplicactes (STEENVOORDE et al, 2010). Tais achados diferem do encontrado por Jaklic et
al (2008), no qual 20 de um total de 30 Ulceras foram desbridadas com apenas uma aplicacéo.
No Reino Unido, Bowling et al (2007) utilizaram larvas para o tratamento de 13 Ulceras
infectadas por MRSA e obteve uma média de trés aplicacdes por ferida até que os MRSAs em
92% das ulceras colonizadas fossem eliminados. Neste estudo, a média de aplicacGes
realizadas foi 5,2 (de uma a oito aplicacfes) e em algumas aplicacdes, a quantidade de larvas
por cm? foi diminuida na tentativa de tentar adequar o tratamento & sensibilidade do paciente.
Sherman (2002) observou que houve em média uma diminuicdo de 7,3 cm?® da érea das
Ulceras de pacientes submetidos a terapia larval com a espécie L. sericata. Em outro trabalho,
Sherman (2003) obteve uma diminuicdo de 0,78 cm? por semana. Em oito semanas, isso
resulta numa reducdo de 6, 24 cm?. No presente estudo, foi observada uma diminuicdo média
de 4,84 cm? O resultado inferior obtido nesse trabalho pode estar relacionado &
intercorréncias tais como descontinuidade das aplicagdes devido a altas hospitalares e
desaparicdo temporaria de pacientes e, ndo necessariamente, as caracteristicas e efetividade da

espécie C. megacephala.

Em seus estudos, Steenvoorde & Jukema (2004) afirmam a partir de seus resultados
que as bactérias Gram Positivas sdo mais facilmente eliminadas das feridas em relacdo as
bactérias Gram Negativas e que um maior nimero de larvas ndo € apenas necessario para
feridas grandes, mas também para feridas infectadas com bactérias Gram Negativas. Estudos
in vitro também confirmam uma maior acdo larval sobre bactérias Gram Positivas
(STEENVOORDE & JUKEMA, 2004, KAWABATA et al, 2010).

E vélido salientar que um maior nimero de aplicacdes ndo significa a ineficacia do
tratamento para feridas infectadas por bactérias Gram Negativas, visto que as Ulceras tratadas
nesse trabalho apresentaram visiveis melhoras em seus quadros. Sendo, entretanto, uma
limitacdo metodoldgica apresentada nesse estudo a ndo realizacdo de cultura das feridas apds
as aplicacdes das larvas, para avaliacdo de possivel eliminacdo ou surgimento de espécie

bacteriana colonizante.

Quanto aos espécimes clinicos, neste estudo, foram isoladas quatro espécies de
enterobacteérias: E. coli (3), K. pneumoniae (2), E. cloacae (1) e P. mirabilis (1). A familia
Enterobacteriaceae inclui espécies bacterianas importantes que predominam na microbiota

intestinal e que s&o encontradas principalmente associadas a infecgdes hospitalares e
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comunitarias. Estando essas bactérias, isoladas de Ulceras de pé diabético, com padrdo de
multirresisténcia associadas com o comprometimento tecidual elevado e com falhas
terapéuticas, o que reflete no aumento da morbidade e mortalidade nesses pacientes, e na
maioria dos casos, pode levar a amputacdo do membro afetado. O uso empirico de
antibioticos também é uma realidade nos paises em desenvolvimento, contribuindo
diretamente para o aumento dos niveis de resisténcia dessas bactérias a diferentes classes de
antimicrobianos (OLIVEIRA et al, 2009). Observou-se neste estudo que 0s pacientes
apresentavam infeccdo do tipo polimicrobiana, sempre com a participacdo de uma
enterobactéria e da espécie P. aeruginosa (bactéria ndo fermentadora). As duas espécies de K.
pneumoniae (isoladas dos pacientes M.R.S. e J.A.S.) foram fenotipicamente identificadas
como produtoras de B-lactamases de espectro estendido, enzima que confere resisténcia as
cefalosporinas e aos monobactamicos, classes de antibidticos B-Lactamicos. E duas P.
aeruginosa (isoladas dos pacientes S.D.S. e F.P.S.) apresentaram-se resistentes a todos os
carbapenémicos testados, importante classe de - Lactdmicos usualmente recomendada para
infeccBes graves causadas por organismos produtores de ESBLs (OLIVEIRA et al, 2009;
PITOUT & LAUPLAND, 2008).

Assim sendo, o nimero de aplicacdes necessarias no desbridamento das Ulceras desse
estudo pode ser justificado pelo fato de haver somente a presenca de bactérias Gram
Negativas, além de todas se encontrarem colonizadas por Pseudomonas aeruginosa. Essa
espécie apresenta enorme relevancia, quando presente nos isolados clinicos, devido a
dificuldade de sua erradicacdo, pois possui resisténcia intrinseca a diferentes classes de
agentes antimicrobianos e é importante produtora de biofilme, sendo continuamente associada
a falhas terapéuticas. Além da espécie P. aeruginosa, espécies de Proteus e Providencia
também podem formar biofilmes nas feridas, o que pode constituir uma barreira a mais a ser
vencida pelas larvas (STEENVOORDE & JUKEMA, 2004; YONEDA et al, 2005).

Novamente no trabalho de Jaklic et al (2008), foram isoladas 61 espécies de bactérias
antes da realizacdo da terapia. No trabalho deste grupo, a espécie mais frequentemente isolada
foi S. aureus e sem segundo lugar a espécie P. aeruginosa. Tal dado revela que S. aureus é o
principal patogeno relacionado, diferindo do que foi encontrado neste estudo, no qual a
especie P. aeruginosa foi a espécie mais frequente. Nos trabalhos realizados com terapia
larval, comumente ndo sdo identificadas as espécies colonizadoras, nem seus perfis de
resisténcia, exceto quando presente a espécie S. aureus, e ha suspeita de ser MRSAs, visto

que, ela apresenta maior relevancia nas infec¢bes de feridas cronicas aptas a utilizacdo da
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terapia larval no exterior. Entretanto, esse perfil ndo é encontrado no Brasil, onde as bactérias
Gram Negativas parecem estar em maior frequéncia presentes nessas infeccbes e o
mecanismo de resisténcia mais importante desenvolvido por esses microrganismos € a
producdo de ESBLs. A presenca de Enterobactérias em lesGes de pele pode estar relacionada a
condigdes de higiene e falta de escolaridade dos pacientes, como encontrado por Feldmeier et
al (2002) (CARBALHO et al, 2004; OLIVEIRA et al, 2009).

Mesmo apresentando-se como uma espécie dificil de ser erradicada das Ulceras de pé
diabético, a espécie P. aeruginosa, dentre outras, encontra-se sob efeito da atividade de varias
substancias presentes na hemolinfa das larvas (identificadas na espécie L. sericata), dentre
elas a lucifencina, MAMP, seraticina, chymotripsina e DNAses (CAZANDER et al, 2013;
VALACHOVA et al, 2013). O mesmo vale para a espécie S. aureus e MRSAs (BEXFIELD et
al, 2004).

Deste modo, utilizando a terapia larval no combate as infeccdes, tem-se a acdo da
hemolinfa sobre os microrganismos infectantes. E como consequéncia da acdo dos
componentes encontrados na hemolinfa, ocorre o colapso do biofilme, fazendo com que as
bactérias fiquem mais susceptiveis a acdo dos antibiéticos, do sistema imune, e a acdo
mecanica larval. Combinac6es de excrecdo/secrecdo de larvas e antibiéticos poderiam garantir
a desagregacdo completa dos biofilmes, evitando assim um novo crescimento bacteriano a
partir da matriz restante, e a acdo imediata de antibi6ticos contra bactérias liberadas do
biofilme (VALACHOVA et al, 2013).

Portanto, a eficiéncia da terapia larval, depende por um lado das propriedades das
larvas, e por outro, das caracteristicas microbiolégicas e das condi¢des fisico-quimicas
presentes na ferida. Podendo-se, dessa forma, inferir que a diversidade bacteriana presente nas
feridas infectadas € um dos fatores primordiais na determinacdo do sucesso da terapia larval
(JAKLIC et al, 2008).

Em relacdo aos custos, o trabalho de Dumville et al (2009) concluiu que os custos
com terapia larval séo similares aos dispendidos com a utilizacdo de hidrogel, com uma
diferenca de apenas nove dias a mais (em media) ate a total cicatrizacdo com a utilizacdo de
hidrogel. Em seu trabalho, Dumville et al (2009) afirmam que a escolha do tratamento a ser
utilizado deve ser feita ou pelo paciente, em virtude de suas expectativas com o tratamento,
ou visando o objetivo, por exemplo, um desbridamento mais rapido ou o enxerto de pele. No

presente trabalho, a analise dos custos com a producdo dos biocurativos e a comparagao com
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outros produtos utilizados para o desbridamento revelou que os custos com a realizacdo de
terapia larval s&o menores que os empregados na maioria das metodologias convencionais
para desbridamento. Além disso, outro fator importante € o tempo em que a técnica
permanece no paciente sem que necessite intervencgéo, que no caso da terapia varia de 48 a 72
horas, diferentemente de outros métodos como a papaina e hidrogel que devem ser
substituidos a cada 12 horas, o que demanda mais tempo e méo de obra.

Portanto, neste estudo, a espécie C. megacephala provou ser eficaz no tratamento de
Ulceras de pé diabético infectadas por microorganismos multirresistentes e com carga
necrotica. Esse € o primeiro registro da implementacdo da terapia larval em um hospital
brasileiro. E € o primeiro relato da utilizacdo de larvas de C. megacephala para terapia larval
em humanos, no qual as larvas desta espécie confirmaram a preferéncia pelo consumo de

tecidos necréticos e ndo se mostraram invasivas.
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CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, ocorreu a tentativa da implementacdo da Terapia Larval no

Hospital Universitario Onofre Lopes - HUOL. O trabalho foi realizado em conjunto com a

comissdo de curativos do hospital, a qual é coordenada pela Enfermeira Julianny Ferraz.

Toda a equipe da comissdo se mostrou bastante solicita em relacdo as aplicacbes e a

realizacdo dos curativos e suas trocas.

Entretanto, a técnica ndo foi implementada com total sucesso na rotina do hospital
devido a algumas intercorréncias no trabalho. Alguns fatores dificultaram a realizacdo das
aplicagdes como problemas no insetéario, morte precoce da colnia, desenvolvimento lento
das larvas e baixa oviposicdo, dentre outros, provocando uma escassez ou baixa quantidade

de larvas disponibilizadas para os procedimentos.

Por algumas vezes, fatores relacionados aos pacientes também foram obstaculos.
Alguns pacientes ndo possuiam transporte proprio e dependiam do cadastramento em
programas como 0 Programa de Acessibilidade Especial — Porta a Porta - PRAE, ou de
caronas de vizinhos e parentes. Por determinadas ocasifes, ndo compareciam ao hospital
para realizacdo das trocas de curativos ou ndo compareciam no turno estipulado. Em outros
momentos, 0s pacientes ndo retornaram por vontade propria, visto que, apresentavam certa
melhora durante o processo. Tais eventos revelam lacunas que precisam ser preenchidas

para um melhor atendimento ambulatorial.

Houve a necessidade de instrumentos para uma melhor avaliagdo do
comprometimento das lesfes e determinacdo dos seus graus segundo escalas determinadas.
Alguns pacientes necessitaram de exames mais complexos como tomografias, por exemplo,
durante o tratamento, os quais ndo foram realizados no tempo preciso pelo Sistema Unico de
Saude.

O projeto foi inteiramente realizado sem financiamento adequado. Ainda sendo de
grande relevancia para saude publica e em termos de producéo cientifica, ndo foi aprovado

quando submetido a editais de agéncias de fomento na area de salde.

Para o desenvolvimento pleno do trabalho, mostrou-se necessario um maior suporte

para realizacdo de procedimentos como criacdo e esterilizagdo. Fazem-se necessarias
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instalacOes prdprias para estes fins, para um melhor desenvolvimento e controle da espécie
de mosca utilizada. Sendo claro que o suporte financeiro e apoio de responsaveis técnicos do
hospital e da Universidade Federal do Rio Grande do Norte foram insuficientes e sem o0s

mesmos nao € possivel concretizar um trabalho de tdo grande abrangéncia.

A especialista em curativos, Enfermeira Julianny Ferraz, demonstrou satisfacdo em
fazer parte da pesquisa. Ela esclareceu os beneficios encontrados durante a realizagdo do
método, confirmando sua eficécia e afirmando que em sua trajetéria foi o melhor método

visto por ela no desbridamento das Ulceras em quest&o.

Mesmo sem total sucesso na insercéo da terapia larval como tratamento de rotina para
feridas, houve certa divulgacdo da terapia de forma local e até nacional, e principalmente
entre os profissionais de saude do HUOL. Tal fato pode ser considerado uma abertura para
uma melhor compreensdo e aceitagdo da técnica pelos profissionais, e consequentemente,

maior possibilidade de consentimento pelos pacientes.
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8. PERSPECTIVAS

- Continuidade na implementacdo da terapia larval de forma local no HUOL.
- Obtencao de financiamento e aquisicéo de espaco fisico proprio para producdo das larvas;

- Capacitacao de outros profissionais, prioritariamente os de enfermagem, para aplicacdo das
larvas;

- Capacitacédo de profissionais técnicos para 0s processos de producéo de larvas estéreis de C.
megacephala;

- Expansdo da técnica para outros centros de sade do municipio;
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ANEXO 1: Questionério e ficha de anamnese e avaliacdo clinica aplicado aos pacientes

inclusos na pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE

CENTRO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA E PARASITOLOGIA

QUESTIONARIO — Uso da terapia larval no tratamento de tlceras de dificil

cicatrizacdo em pacientes no Hospital Universitario Onofre Lopes- Natal, NR.

FICHA DE ANAMNESE E AVALIACAO CLINICA

Paciente: Sexo:
Registro Idade:
Profissao: Estado Civil:

Bairro/Cidade

Raca Negro( ) Pardo( ) Caucasiano( ) Asiatico( )

Escolaridade:

FATORES PREDISPONENTES / ASSOCIADOS:

Diabetes (Sm; l(\la(; Especifica (Tempo):
Uso de antibidticos: (Sm; (Nac); Especificar:
Doenga crénica: (Sm; (Nac)J Especificar:
Doenga Associada ao Sim Ndo | (Hipertensdo, Asma, Doenca Cardiaca, Doenga Vascular)
Diabetes () ( ) | Especificar:
Caso recidivante: (Sm; ’(\la(; Para “Sim”, quantas vezes:
Sim N&o
Fumante:
()| )
Sim N&o
Obeso (a):
@ ()| ()
. Sim N&o
Uso de élcool:
()| )
Restricdo Sim N&o Especificar:
(locomotora/intelectual) () () b )
Ferida Anterior? (Sm)] (Nac)) Se “Sim”, qual o tempo de cicatrizacio:
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DADOS CLINICOS / HOSPITALARES:

Paciente Controle () Terapia Larval ( )

Origem da Ferida:

Presenca de outras Sim | Nao
Feridas: () )
Paciente Ambulatorial: (Sm; l(\lé(; Se “Sim”, esteve interno nos ultimos 90 dias?
Paciente Interno: (Sm; ’(\Ié) Se “Sim”, especificar tempo de internacao:
Tratamento Caseiro: (Sm; '(\lé(; Se “Sim”, especificar:
Tratamento hospitalar (Sm; '(\Iéc; Se “Sim”, especificar:
Local da Ferida:
Estagio/Grau da Ferida:
Diametro (cm) da Ferida:
Area da Ferida (cm?): Observagdes:
Presenca de Necrose: (Sm; l(\léc;
Tipo de Necrose:
Porcentagem da necrose
Prese;f;ﬂi?a-gggi:do de (Sm; I(\Iéc; Se “Sim”, determinar porcentagem: 50% de granulagio palida
Tecido (s) acometido (s): Subcéut)éneo Mu(SCl)JIar O(SS()eo Intr(aé)sseo

Enfermeira responsavel :

Assinatura

Aluno(a) responséavel :

Assinatura

Paciente:

Assinatura
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ANEXO 2: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa Cientifica do Hospital Universitério
Onofre Lopes 631/11

MINISTERIO DA EDUCAGAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE

PRO-REITORIA DE PESQUISA ]

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO ONOFRE
LOPES - CEP/HUOL

CERTIFICADO

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Onofre Lopes — CEP/HUOL, devidamente
reconhecido pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP/MS, analisou o projeto:

Titulo: Uso da terapia larval no tratamento de tlceras de dificil cicatrizagdo em pacientes no
Hospital no Universitario Onofre Lopes - RN

Protocolo CEP/HUOL: 631/11
CAAE: 2176.0.000.294-11

Pesquisador Responsével: Renata Antonaci Gama

Este projeto foi aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos, incluindo o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as diretrizes da Resolucdo 196/96 e
complementares do Conselho Nacional de Salide, em reunio plenéria realizada dia 16 de Dezembro
de 2011 no CEP/HUOL. Toda e qualquer alteracio no projeto/protocolo de pesquisa, assim como
eventos adversos que venham a ocorrer, deverdo ser comunicados oficialmente e imediatamente ao
CEP/HUOL. O relatério final do projeto ou a cdpia de sua publicacdo devera ser encaminhado ao
CEP/HUOL apoés o término do estudo, conforme cronograma.

Natal, 19 de Dezembro de 2011.

KakLajZ%'\l’cia Cardoso Amorim

Coordenadora do CEP/HUOL



55

ANEXO 3: Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos das espécies isoladas na Ulcera da
paciente M.R.S.
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA E PARASITOLOGIA
LABORATORIOS RESPONSAVEIS:

Laboratorio de Insetos e Vetores — LIVe e Laboratério de Micobacterias — LABMIC

Paciente: M. R. S.
Origem da Amostra: Ferida na perna

Microorganismo(s) Isolado(s): Klebsiella pneumoniae, Eschirichia coli, Pseudomonas
aeruginosa.

Microorganismo 1: Klebsiella ozanae

Antibi6ticos Utilizados Sensivel Intermediario Resistente

Amicacina 30 X

Ampicilina/Clavulanato 30

Ampicilina 10

Azetreonam 30

Cefalotina 30

Cefepime 30

Cefoxitina 30

Ceftazidima 30

Ceftriaxona 30

X[ X| X| X| X| X| X| X| X

Ciprofloxacina 05

Cloranfenicol 30 X

Gentamicina 10 X

Piperacilina/Tazobactam 110 X




Sulfazotrim 25

Tetraciclina 30

Microorganismo 2: Escherichia coli

Antibiéticos Utilizados

Sensivel

Intermediario

Resistente

Amicacina 30

X

Ampicilina/Clavulanato 30

Ampicilina 10

Azetreonam 30

Cefalotina 30

Cefepime 30

Cefoxitina 30

Ceftazidima 30

Ceftriaxona 30

Cefotaxima 30

X X| X| X| X

Ciprofloxacina 05

Cloranfenicol 30

X

Gentamicina 10

Piperacilina/Tazobactam 110

Sulfazotrim 25

Tetraciclina 30
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Microorganismo 3: Pseudomas aeruginosa

Antibioticos Utilizados Sensivel Intermediario Resistente
Azetreonam 30 X

Amicacina 30 X

Ciprofloxacina 05 X
Cefepime 30 X

Ceftazidima 30 X

Piperacilina/Tazobactam 110 X

Imipenem 10 X
Meropenem X
Orfloxacina X
Norfloxacina X

Observacdo 2: Falsa sensibilidade as cefalosporinas de 3% e 42 geracdes em vitro —
abaulamento dos halos de ceftazidima e cefepime na presenca do B-lactamico mais
indutor (imipenem).

Possivel mecanismo de resisténcia: Amp C
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ANEXO 4: Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos das espécies isoladas na Ulcera do
paciente J.A.S.
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA E PARASITOLOGIA
LABORATORIOS RESPONSAVEIS:

Laboratorio de Insetos e Vetores — LIVe e Laboratério de Micobacterias — LABMIC

Paciente: J. A. S.
Origem da Amostra: Ferida na perna

Microorganismo(s) Isolado(s): Klebsiella pneumoniae, Eschirichia coli, Pseudomonas
aeruginosa.

Microorganismo 1: Klebsiella pneumoniae

Antibi6ticos Utilizados Sensivel Intermediario Resistente

Amicacina 30 X

Ampicilina/Clavulanato 30

Ampicilina 10

Azetreonam 30

Cefalotina 30

X X X| X| X

Cefepime 30

Cefoxitina 30 X

Ceftazidima 30 X

Ceftriaxona 30

Ciprofloxacina 05

Cloranfenicol 30

Gentamicina 10

Xl X| X| X| X

Piperacilina/Tazobactam 110




Sulfazotrim 25 X

Tetraciclina 30 X

Observacaol: Testes fenotipicos confirmatdrios sugerem uma possivel ESBL.

Microorganismo 2: Escherichia coli

Antibidticos Utilizados Sensivel Intermediario Resistente
Amicacina 30 X

Ampicilina/Clavulanato 30 X
Ampicilina 10 X
Azetreonam 30 X

Cefalotina 30 X
Cefepime 30 X

Cefoxitina 30 X

Ceftazidima 30 X

Ceftriaxona 30 X

Ciprofloxacina 05 X
Cloranfenicol 30 X

Gentamicina 10 X
Piperacilina/Tazobactam 110 X

Sulfazotrim 25 X

Tetraciclina 30 X
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Microorganismo 3: Pseudomas aeruginosa

Antibioticos Utilizados Sensivel Intermediario Resistente
Azetreonam 30 X

Amicacina 30 X

Ciprofloxacina 05 X
Cefepime 30 X

Ceftazidima 30 X

Piperacilina/Tazobactam 110 X

Imipenem X
Meropenem X
Orfloxacina X
Norfloxacina X

Observacdo 2: Falsa sensibilidade as cefalosporinas de 3% e 42 geracdes em vitro —
abaulamento dos halos de ceftazidima e cefepime na presenca do f-lactdmico mais
indutor (imipenem).

Possivel mecanismo de resisténcia: Amp C
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ANEXO 5: Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos das espécies isoladas na Ulcera do
paciente S.D.S.
CENTRO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA E PARASITOLOGIA
LABORATORIOS RESPONSAVEIS:

Laboratorio de Insetos e Vetores — LIVe e Laboratério de Micobacterias — LABMIC

Paciente: S. D. S.
Origem da Amostra: Ferida no pé — amputacédo de antepé direito (pé diabético).
Microorganismo(s) Isolado(s): Enterobacter cloacae, e Pseudomonas aeruginosa.

Microorganismo 1: Enterobacter cloacae

Antibidticos Utilizados Sensivel Intermediario Resistente
Amicacina 30 X
Ampicilina/Clavulanato 30 X
Ampicilina 10 X
Azetreonam 30 X

Cefalotina 30 X
Cefepime 30 X

Cefoxitina 30 X
Ceftazidima 30 X

Ceftriaxona 30 X
Ciprofloxacina 05 X
Cloranfenicol 30 X

Gentamicina 10 X

Piperacilina/Tazobactam 110 X

Sulfazotrim 25 X
Tetraciclina 30 X




Microorganismo 2: Pseudomas aeruginosa

Antibiéticos Utilizados

Sensivel

Intermediario

Resistente

Azetreonam 30

X

Amicacina 30

Ciprofloxacina 05

Cefepime 30

Ceftazidima 30

Piperacilina/Tazobactam 110

Imipenem

Meropenem

Orfloxacina

Norfloxacina

X X| X| X| X| X| X| X X
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ANEXO 7: Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos das espécies isoladas na Ulcera do

paciente S.F.G.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE

CENTRO DE BIOCIENCIAS

DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA E PARASITOLOGIA

Laboratorio de Insetos e Vetores — LIVe e Laboratério de Micobacterias — LABMIC

Paciente: S. F. G.

Origem da Amostra: Ferida na perna

Microorganismo(s) Isolado(s): Eschirichia coli, Pseudomonas aeruginosa.

Microorganismo 1: Escherichia coli

LABORATORIOS RESPONSAVEIS:

Antibidticos Utilizados Sensivel Intermediario Resistente
Amicacina 30 X

Ampicilina/Clavulanato 30 X

Ampicilina 10 X
Azetreonam 30 X

Cefalotina 30 X
Cefepime 30 X

Cefoxitina 30 X

Ceftazidima 30 X

Ceftriaxona 30 X

Ciprofloxacina 05 X
Cloranfenicol 30 X
Gentamicina 10 X

Piperacilina/Tazobactam 110 X

Sulfazotrim 25 X




Tetraciclina 30 X
Microorganismo 3: Pseudomas aeruginosa

Antibioticos Utilizados Sensivel Intermediario Resistente
Azetreonam 30 X

Amicacina 30 X

Ciprofloxacina 05 X
Cefepime 30 X

Ceftazidima 30 X

Piperacilina/Tazobactam 110 X

Imipenem X
Meropenem X
Orfloxacina - - -

Norfloxacina
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ANEXO 7: Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos das espécies isoladas na Ulcera do

paciente F.P.S

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE

CENTRO DE BIOCIENCIAS

DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA E PARASITOLOGIA

LABORATORIOS RESPONSAVEIS:

Laboratorio de Insetos e Vetores — LIVe e Laboratério de Micobacterias — LABMIC

Paciente: F. P. S.

Origem da Amostra: Ferida na perna

Microorganismo(s) Isolado(s): Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa.

Microorganismo 1: Proteus mirabilis

Antibidticos Utilizados Sensivel Intermediario Resistente
Amicacina 30 X

Ampicilina/Clavulanato 30 X

Ampicilina 10 X
Azetreonam 30 X

Cefalotina 30 X
Cefepime 30 X

Cefoxitina 30 X

Ceftazidima 30 X

Ceftriaxona 30 X

Ciprofloxacina 05 X
Cloranfenicol 30 X
Gentamicina 10 X

Piperacilina/Tazobactam 110 X

Sulfazotrim 25 X




Tetraciclina 30 X
Microorganismo 2: Pseudomas aeruginosa

Antibioticos Utilizados Sensivel Intermediario Resistente
Azetreonam 30 X

Amicacina 30 X

Ciprofloxacina 05 X
Cefepime 30 X

Ceftazidima 30 X

Piperacilina/Tazobactam 110 X

Imipenem X
Meropenem X
Orfloxacina - - -
Norfloxacina X
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ANEXO 8: Comprovante de aceite para publicagdo do artigo “THE USE OF MAGGOT
THERAPY FOR TREATING A DIABETIC FOOT ULCER COLONIZES BY MULTI-
DRUG RESISTANT BACTERIA: FIRST CASE REPORT FROM BRAZIL” no

periodico Indian Journal of Medical Research.

Dear Prof. Motta neto,

The Editorial Board of Indian Journal of Medical Research is pleased to inform you that your manuscript entitled THE USE OF MAGGOT THERAPY FOR TREATING A DIABETIC FOOT ULCER
COLONIZED BY MULTI-DRUG RESISTANT BACTERIA: FIRST CASE REPORT FROM BRAZIL, with manuscript number IMR_1397 13, is considered suitable for publication in the Journal.

We will be sending you the edited manuscript and the page proofs before publication of the manuscript. You will get 50 free reprints.

If you have not sent the Undertaking and copyright transfer forms signed by all the contributors and the images, if any, till now, you are requested to do so at the earliest. These forms can be
emailed to editorial @jjmr.in

Please note that the journal reserves the rights to make changes in the language, grammar, presentation, etc. to suit the journal's requirements.

We thank you for submitting your valuable research work to Indian Journal of Medical Research.

With warm personal regards,

Yours sincerely,

The Editorial Team
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