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ABSTRACT

A Terapia Larval consiste na aplicacdo de larvas de moscas necrobiontéfagas, em geral da
familia Calliphoridae, para o biodesbridamento de feridas. As excre¢des/secrecdes (natural
excretions and secretions - NES) liberadas pelas larvas se tornou alvo de estudos como fonte
terapéutica alternativa para o enfrentamento dos microrganismos multidrogarresistentes.
Porém, a diversidade metodolégica de seus estudos de atividade antimicrobiana gera
resultados contraditdrios, culminando no entrave para sua aprovagao pelas principais agéncias
reguladoras. O presente estudo objetivou analisar a produgdo cientifica acerca dos estudos
realizados com a NES, com foco nas principais questdes apontadas como conflitantes na
avaliacdo de sua atividade antimicrobiana. Trata-se de uma revisao integrativa que teve como
pergunta norteadora “Qual a producao cientifica acerca das técnicas laboratoriais para
avaliacdo da atividade antimicrobiana da NES de larvas de dipteros califorideos?”. Foram
consultadas as bases PubMed, Scopus, Web of Science e Scielo, utilizado os descritores
DeCS/MeSH calliphoridae, larva, blowfly, antibacterial agent e microbial sensitivity tests.
Foram analisadas a técnica de extragdo, pH, aquecimento e fracionamento molecular da NES.
Os resultados sugerem que o pH poderia ser um marcador de atividade antimicrobiana, ja que
a alcalinidade poderia estar relacionada com maiores quantidades de compostos
antimicrobianos. Complementarmente, a andlise da atividade proteolitica utilizado teste da
gelatinase ou de atividade litica sobre Micrococcus lysodeikticus também seriam bons
parametro de avaliacdo da qualidade da NES. O jejum larval antes da extragdo, sua
concentracdo apds a extracdo e o doseamento de proteinas seriam estratégias de
melhoramento da NES para melhor evidenciacdo de sua atividade antimicrobiana.

Keywords: calliphoridae; antimicrobial activity; excretions/secretions
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INTRODUCTION

A ordem dos dipteros € composta por insetos que, na forma adulta, possuem um par de
asas funcionais e um par de asas vestigiais - os alteres ou balancins, que possuem importancia
taxondmica e conferem estabilidade aos insetos durante o voo. Possuem evolug¢do do tipo
holometabdlica, passando obrigatoriamente pelas fases de ovo, larva, pupa e adulto. Ou seja,
sofrem metamorfose completa. E composta por mosquitos (Subordem Nematocera) e moscas
(Subordem Brachycera) (Neves 2005).

Dentro desta ordem, a familia Calliphoridae, conhecida popularmente como mosca-
varejeira, chama atencdo pelos seus habitos necréfagos, que sdo de grande interesse para
entomologia forense, por auxiliar na estimativa do intervalo post-mortem (IPM). Possuem
também importincia médico-sanitdria, uma vez que sdo vetores de patdgenos e sdo
causadoras de mifases cutinea, cavitaria ou intestinal (Lima 2013).

Devido a capacidade das larvas de alguns dipteros califorideos de seletivamente
consumirem tecido morto e preservar o tecido vidvel, essas larvas necrobiontéfagas tém sido
empregadas para biodesbridamento de feridas cronicas. Seu uso remonta aos povos mais
primitivos. Civilizagdes antigas como tribos aborigines da Australia, habitantes do Norte de
Mianmar e os Maias na América Central ji utilizavam os beneficios desta técnica
(Dallavecchia et al. 2011). A bioterapia, terapia larval moderna ou biocirurgia foi introduzida
em 1931 pelo médico estadunidense William Baer, cirurgido ortopédico e professor no
Hospital Johns Hopkins, em Maryland, e foi utilizada rotineiramente até meados da década de
40 em mais de 200 unidades hospitalares nos Estados Unidos. Ainda durante a década de
1930, diversas tentativas de buscar pelo “principio ativo da larva” geraram trabalhos que

reportavam os beneficios do extrato larval para tratamento da infeccdo e desbridamento de
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feridas (Simmons 1935a, 1935b, Pavillard and Wright 1957, Thomas et al. 1999, Sherman et
al. 2000).

Com o advento da antibioticoterapia, a Terapia Larval (TL) se tornou obsoleta, sendo
esta técnica reintroduzida no mundo na década de 1990, devido ao crescimento da resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos. Desde entdo a TL é aplicada em mais de 30 paises (a maior
parte em paises europeus e nos Estados Unidos), onde passou a ser comercializada por
diversas empresas como larvas estéreis de forma livre ou ensacadas (“BioBag”) para
aplicacdo em feridas. Apesar de mundialmente utilizada, no Brasil a pratica ndo € muito
difundida, e tem como referéncia o Hospital Universitario Onofre Lopes (Natal, Rio Grande
do Norte) (Silva et al. 2020). Por ser erroneamente confundida com miiase, muitos tem asco e
aversdo a aplicacdo das larvas para tratamento de feridas, principalmente entre os
profissionais da satide, mais do que entre os proprios pacientes (Dallavecchia et al. 2011).

Atualmente, estdio em voga estudos sobre os peptideos antimicrobianos (AMP),
substancias presentes na excrecdo/secrecdo natural das larvas (natural excretions and
secretions — NES), que sdo responsdveis pela atividade antimicrobiana das larvas sobre
diversos patogenos. Além da acdo sobre microrganismos, a NES € responsdvel pela
liquefacdo de tecidos necroticos no leito da ferida, possibilitando sua ingestdo pelas larvas, e
consequentemente o desbridamento da ferida. Aparentemente, a NES € liberada pela larva
durante seu periodo de alimentacdo, com a finalidade de suprimir possiveis microrganismos
competidores, garantindo sua sobrevivéncia (Kruglikova and Chernysh 2011).

Diferentemente da TL, que tem sua eficdcia comprovada (Sherman 2002, Steenvoorde
and Jukema 2004, Tantawi et al. 2007, Jakli¢ et al. 2008, Baer 2011) e seu uso aprovado por
orgaos reguladores, como o Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos

(Medical Maggots; Monarch Labs, Irvine, CA), o uso da NES ou seus peptideos ainda ndo
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estd consolidado (Ratcliffe et al. 2011). Isto por que ha inconsisténcia nos resultados obtidos
entre os diferentes estudos quanto a real acdo do(s) componente(s) presente(s) na NES, o que
poderia ser atribuido a falta de padronizacao de metodologias empregadas na avaliagdo da sua
atividade antimicrobiana.

Desta forma, a realizacdo do presente estudo justifica-se pela existéncia de uma grande
diversidade de metodologias empregadas nos estudos da extracao e atividade antimicrobiana
da NES, o que implica, muitas vezes, em resultados contraditérios dos niveis de tal atividade
sobre os principais microrganismos utilizados, além de dificultar a comparacao dos resultados
obtidos. Segundo Barnes, Dixon, et al. (2010), a reducdo da variagdo dos resultados nos
estudos da NES dependeria da padronizacio de fatores como a quantidade de larvas utilizadas
na extracao da NES, o pH dos extratores empregados, o tamanho do inéculo bacteriano e os
meios de cultura dos testes de atividade antimicrobiana.

Este estudo teve como objeto as técnicas laboratoriais de estudo da atividade
antimicrobiana da NES, tendo como objetivo analisar a producio cientifica acerca dos estudos
realizados com a NES, com foco as principais questdes apontadas como conflitantes na

avaliacdo de sua atividade antimicrobiana.

METODOLOGY

Trata-se de uma revisdo integrativa da literatura, caracterizada por possuir ampla
abordagem metodoldgica, que permite completa compreensdo do fendmeno em questdo,
gerando um panorama consistente e compreensivel do problema analisado (Souza et al. 2010).
Assim, a escolha da revisdo integrativa para o presente estudo se justifica pela necessidade de
consolidar o universo de assuntos que contemplam o tema sobre ensaios laboratoriais com a

NES de larvas de dipteros califorideos.
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Para elaboracdo da revisdo, as etapas de Souza et al. (2010) foram adotadas como
referencial metodoldgico, a saber: i) elaboracdo da pergunta norteadora; ii) busca ou
amostragem na literatura; iii) coleta de dados; iv) andlise critica dos estudos incluidos; v)
discussdo dos resultados e; vi) apresentacdo da revisdo integrativa.

A estratégia PICO foi utilizada para formulagcdo da pergunta de pesquisa (Butler et al.
2016), sendo “P”’- Populacao, “I”’- Intervengdo, “C”’- Comparacao/Controle e “O”-
Desfecho/Resultado. Assim, temos: P: “larvas de dipteros califorideos”; I: “ensaios
laboratoriais”; C: “consolidacdao de metodologias de estudo de atividade antimicrobiana”; O:
“avaliacdo da atividade antimicrobiana”. Dessa forma, a revisao partiu da seguinte pergunta
norteadora: “Qual a producdo cientifica acerca das técnicas laboratoriais para avaliacdo da
atividade antimicrobiana da NES de larvas de dipteros califorideos?”.

A busca foi realizada nas bases de dados PubMed, Web of Science, Scopus e Scielo,
usando os seguintes descritores DeCS/MeSH e seus sindnimos: calliphoridae, larva, blowfly,
antibacterial agent e microbial sensitivity tests. Os termos serdo combinados utilizando os
operadores booleanos AND e OR. Foram selecionados trabalhos de 1931 até 2021, tendo sido
o ano de 1931 selecionado por ser o ano do primeiro trabalho publicado sobre aplicacdo
moderna da Terapia Larval, por William Baer (Baer 2011). Além disso, os primeiros
trabalhos publicados sobre os testes com a exosecre¢do dessas larvas também foram
publicados a partir desta época (Simmons 1935a, 1935b).

Como critérios de inclusdo foram estabelecidos artigos completos publicados em
portugués, inglés e espanhol que abordassem as propriedades fisico-quimicas da NES para os
testes de atividade antimicrobiana in vitro. Os critérios de exclusdo adotados foram: artigos

duplicados; trabalhos de conclusdo de curso; teses de mestrado e doutorado; trabalhos que
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utilizassem moscas de outras familias que ndo os califorideos; trabalhos que utilizassem
extrato metilico das larvas ou hemolinfa.

O instrumento de coleta de dados utilizado foi o proposto e validado por Ursi and
Gavao (2006), modificado para melhor atender aos objetivos da presente revisdo.
Confeccionado no programa Microsoft Excel®, o instrumento contou com os seguintes
campos: autores, titulo, resumo, revista, ano de publicacdo, objetivo, metodologia, resultados,
implicagdes, recomendacdo dos autores e identificacdo de limitagdo e vieses. O periodo de
coleta de dados se deu de setembro a novembro de 2021.

A selecao dos artigos e andlise dos dados foi realizada pela leitura do titulo, resumo e
texto completo, sistematizada no instrumento de coleta de dados e pautada nos critérios de
inclusao e exclusdo. Os achados foram apresentados e discutidos de forma descritiva e em
tabelas, quando necessdrio. Para melhor abordagem do assunto, adotaram-se quatro dreas de
discussdo: extragdo da NES, pH da NES, aquecimento da NES e fracionamento molecular da
NES (Lourenco et al. 2012).

A estratégia de “repescagem” foi utilizada a fim de ampliar a recuperacdo de estudos
sobre a tematica. A repescagem ocorreu a partir da verificagdo das referéncias de cada artigo,
buscando estudos que atendiam aos critérios de inclusido/exclusdo e que ndo haviam sido

localizados durante a busca nas bases de dados (Souza and Alvarenga 2016).

RESULTS

Em um primeiro momento, foi realizada a busca nas bases de dados com os descritores
supracitados. Como a quantidade de artigos recuperada foi expressiva, contabilizando um
total de 1444 artigos, a primeira selecao se deu nas proprias bases de dados pela leitura do

titulo dos trabalhos, com base nos critérios de inclusdo e exclusdo adotados na metodologia,
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de forma a totalizar 139 artigos recuperados. As estratégias de busca utilizadas nas bases de
dados e o total de artigos recuperados em cada base de dados estdo representados na Tabela 1.

Em um segundo momento, foi realizado exclusdao de 11 artigos duplicados. Os 128
artigos restantes foram analisados quanto aos resumos e selecionados com base nos critérios
de inclusdo e exclusdo. Dos 128 artigos, 110 foram excluidos. Quanto a elegibilidade, os 18
artigos foram lidos na integra e 2 excluidos por ndo correlacionarem a técnica de extracdo e as
propriedades fisico-quimicas da NES com sua atividade antimicrobiana. Durante esta leitura,
5 artigos foram recuperados por repescagem. O detalhamento do fluxo de sele¢do elaborado
com base no PRISMA (Principais Itens para Relatar Revisdes Sistemdticas e Meta-andlises)

estd ilustrado na Figura 1.

DISCUSSION
Extragdo da secregdo/excregdo larval

Nos primeiros experimentos de extracdo da NES as larvas de L. sericata eram
removidas da sua dieta, empregada para postura e eclosdo dos ovos, transferidas para uma
peneira e pulverizadas com dgua destilada por um periodo de 10 minutos a 4 horas. O liquido
drenado era coletado e esterilizado por aquecimento, sendo entdo empregado nos testes de
atividade antimicrobiana (Simmons 1935a, 1935b, Pavillard and Wright 1957).
Posteriormente, em um estudo realizado por Thomas et al. (1999), larvas estéreis foram
lavadas com 200 pL de agua estéril sendo entdo o liquido de lavagem centrifugado para
remog¢ao do material particulado e congelado até o uso nos testes.

O estudo realizado por Bexfield et al. (2004) introduziu importantes modificagdes e
padronizacdes na técnica de extracdo da NES, e que se mantém como base das metodologias

da maioria dos estudos subsequentes. Nesse, larvas estéreis disponiveis comercialmente para
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uso em terapia larval foram colocadas em um recipiente com &dgua ultrapura estéril, na
propor¢io de 200 uL g™’ de larvas. Ap6s incubagdo por 1 hora a 30°C no escuro, o liquido foi
removido do recipiente, centrifugado e o sobrenadante empregado nos testes.

Em muitos estudos posteriores a metodologia empregada foi baseada na técnica de
extracdo de NES proposta por Bexfield et al. (2004), sendo essas consolidadas na Tabela 2.

Das metodologias apresentadas na tabela 2 podemos destacar a modificacdo proposta
por Ratcliffe et al. (2015) onde as larvas sd@o submetidas um jejum de 18-24 h antes da
extracdo da NES. Segundo Kruglikova and Chernysh (2011), para se obter NES com
atividade antimicrobiana eficiente, em func¢do da grande quantidade de impurezas e
pigmentos, ¢é necessdria a sua concentragdo, ou evitar sua diluicdo excessiva durante a
extracdo. Consequentemente, mesmo com a utilizacdo de volumes minimos de extrator (ou
seja, utilizacdo de minimo volume de extrator para determinado peso/quantidade de larvas), a
exosecre¢do contém uma pequena quantidade de componentes antimicrobianos. Assim, o
jejum larval diminui consideravelmente a presenga contetido intestinal das larvas na NES,
reduzindo a presencga desses dejetos quando da extracdo da sua extracdo. Possibilita, portanto,
a obten¢do de um sobrenadante limpido apds a centrifugacio, sem a coloracio marrom escura
decorrente dos dejetos das larvas. A obtenc@o de NES limpido e sem cor € importante quando

do emprego de métodos espectrofotométricos ou a dosagem de proteinas.

pH da excregdo/secregdo larval

O objetivo inicial desta secdo era correlacionar o pH da NES com sua atividade
antimicrobiana. Contudo, a maior parte dos estudos que fazem citacdo ao pH da NES ndo
estabelecem esta correlagdo. Baer (2011), em um estudo republicado em 2011 sobre

tratamento da osteomielite cronica, observou que o pH dos fluidos da ferida se tornava
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alcalino no segundo ou terceiro dia apds o inicio da larval, acreditando que essa mudanca
contribuiria para reducdo do crescimento bacteriano. Essa alcalinizacdo decorre da producao
pelas larvas de amodnia (Messer and McClellan 1935), e seus derivados, teria acdo na
eliminag@o das bactérias e cicatrizacdo da ferida. Posteriormente, foi observado que esse pH
alcalino era necessdrio para a atividade de enzimas proteoliticas, serina-proteases e
metaloproteinase, presentes na NES e importantes na degradacdo de fibrina, fibronectina,
laminina e outros componentes da matriz extracelular presentes nas feridas (Chambers et al.
2003).

Um dos primeiros estudos sobre a atividade antimicrobiana da NES que faz mencao ao
seu pH foi de Thomas et al. (1999). Os autores trabalharam com larvas de L. sericata e a NES
produzida apresentava um valor de 8,0 a 8,5. Esse dado ndo foi correlacionado com a
atividade da NES, mas sim empregado no ajuste do pH do meio de cultivo das culturas
controle dos experimentos que objetivavam determinar sua atividade antimicrobiana.

Posteriormente, Bexfield et al. (2004) avaliaram um grande ndimero de amostras
(n=91) de NES produzidos por larvas de L. sericata estéreis (Biosurgical Research Unit, UK),
cujo pH variou na faixa de 7,6 a 9,0 , sendo que sua maioria (42%) possuia um pH de 8,2 a
8,3 . O Indice de Sobrevivéncia de Staphylococcus aureus obtido em Teste Turbidimétrico foi
significativamente menor em amostras de NES com pH iguais ou superiores a 8,0. Contudo, o
ajuste do pH dessas amostras para valores de 6,0 a 7,0 ndo reduzia a atividade antimicrobiana.
Com 1isso, reconheceram os autores do estudo que ndo existia entdo a correlagdo do pH
alcalino da NES com a sua atividade antimicrobiana.

Cazander, van Veen, Bernards, et al. (2009) também empregaram o Teste
Turbidimétrico para avaliar a atividade antimicrobiana da NES de larvas estéreis de L.

sericata  (BioMonde Gmbh, Germany) sobre bactérias Gram positivas (S. aureus,
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Streptococcus pyogenes e Enterococcus faecalis) e Gram negativas (Pseudomonas
aeruginosa e Klebsiella oxytoca). A NES obtida apresentava pH 8,0 , mas os resultados
obtidos ndo indicaram atividade antimicrobiana da NES. Cabe ressaltar que a leitura do teste
turbidimétrico foi feita somente com 24 h de incubacdo, o que poderia ter possibilitado o re-
crescimento das amostras apds uma inibicao inicial pela NES.

Barnes, Gennard, et al. (2010) obteve NES de larvas de diferentes insetos criados em
coldnias préprias do laboratério. A determinacdo do pH da NES possibilitou separd-los em
alcalinos, de L. sericata (8,67 a 8,82) e Calliphora vicina (8,53 a 8,68), e acidos, de
Dermestes maculatus (6,00 a 6,14) e Tenebrio molitor (5,14 a 5,28). A atividade
antimicrobiana dessas amostras de NES foram testadas frente a espécies bacterianas Gram
positivas (S. aureus, Bacillus cereus) e negativas (Escherichia coli, P. aeruginosa, Proteus
mirabilis). O ensaio de contagem de vidveis mostrou que ndo existia correlagdo
estatisticamente significante entre o pH da NES e o seu nivel de atividade antimicrobiana para
as espécies bacterianas testadas.

Com base nesses estudos fica claro que o pH da NES produzida por espécies de mosca
como L. sericata e C. vicina sdo alcalinos, variando de 7,6 a 9,0, mas que este fato ndo
influencia diretamente na atividade antimicrobiana da NES, podendo, contudo interferir no
desenvolvimento de bactérias, cuja faixa de pH para crescimento seja proxima da
neutralidade. No estudo de Bexfield et al. (2004) foi demonstrado que amostras de NES com
um pH mais elevado apresentavam maior atividade antimicrobiana que amostras com um pH
menos alcalino, mas sua acidificacdo da NES nao influenciava na atividade antimicrobiana. O
estudo de Messer and McClellan (1935) indicou que a producao de amonia (e seus derivados)
seria responsdvel pela alcalinidade da NES. Este dado pode sugerir que amostras de NES com

maior concentragdo de componentes excretados pelas larvas teriam um pH mais elevado que
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amostras de NES onde ocorreu uma maior dilui¢cdo e, consequentemente, uma reducdo do pH
das secre¢des das larvas pelo extrator utilizado.

Além da mensuracdo do pH, uma das formas que podem ser utilizadas para avaliar
uma NES de boa qualidade, ou seja com alta concentragdo de agentes antimicrobianos, seria
verificar a acdo das proteases naturalmente presentes na NES. A alcalinidade da NES ¢
atribuida a producdo de amonia e seus derivados (Messer and McClellan 1935), sendo esta
condi¢do importante para a acdo das proteases. Com base nessas observacdes, Pickles and
Pritchard (2017) propuseram como controle de qualidade da NES a avaliacao prévia da

atividade proteolitica em 4gar gelatina.

Aquecimento da excrecdo/secrecdo larval

Os primeiros estudos a realizarem o aquecimento da NES tinham por objetivo
esterilizar essas secrecdes por meio da autoclavagdo, uma vez que os estudos para sua
obtencdo ndo empregavam larvas estéreis. Simmons (1935a, 1935b) notou que a NES de
larvas de L. sericata submetida a 110°C por 20 minutos, manteve sua atividade bactericida
contra S. aureus, Streptococcus pyogenes, E. faecalis, Clostridium welchii e Proteus vulgari.
Do mesmo modo, NES de larvas de Phormia terranovae submetido a 121°C por 30 minutos,
mantinha sua atividade contra estreptococos do grupo A, pneumococos do tipo 1,
estreptococos do grupo B e Streptococcus viridans (Pavillard and Wright 1957).

Thomas et al. (1999) relataram que a atividade antimicrobiana da NES contra
Streptococcus A e B e S. aureus era mantida apds aquecimento, sugerindo que a atividade
antimicrobiana detectada nio era de natureza enzimdtica. Essa hipotese foi reforcada por
Bexfield et al. (2004), que demonstraram que a atividade litica da NES no método da placa de

orificio com Micrococcus lysodeikticus foi abolida apds 5 minutos de incubacdo a 100°C, mas
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a atividade antibacteriana da NES foi notavelmente estivel ao calor, suportando uma
incubagdo a 100 ° C por 60 min sem perda da sua atividade. Os autores concluiram que as
o(s) componente(s) responsdvel(is) por essa acdo litica sdo proteases existentes na NES,
enquanto que componentes de natureza ndo enzimadtica seriam responsdveis por sua atividade
antimicrobiana.

Kerridge et al. (2005) relataram que ndo detectaram atividade antimicrobiana contra S.
aureus resistente a meticilina (MRSA) da NES de larvas de L. sericata ap6s o aquecimento.
Contudo, os préprios autores reconhecem que isso poderia ter sido por conta do uso do teste
de difusdo em placa de 4gar, que possui baixa sensibilidade na deteccdo da atividade
antimicrobiana quando comparado com os ensaios turbidimétricos empregado nos estudos
anteriores.

Evans et al. (2015) relataram um aumento da atividade antifingica da NES de larvas
de L. sericata ap6s aquecimento a 100°C por 60 min, empregando o ensaio turbidimétrico.
Propuserem os autores que a NES se tornava mais ativa apds a exposicdo a temperaturas mais
altas por longos periodos de tempo, caracteristica esta também relatada por Bexfield et al.
(2004). Ratcliffe et al. (2015) relataram que o aquecimento por 1 h a 100°C da NES de larvas
de Chrysomya megacephala nao alterou sua atividade antimicrobiana contra Escherichia coli.

Biofilmes nascentes e pré-formados também foram empregados no estudo da atividade
da NES apds aquecimento. van der Plas, Jukema, et al. (2007) observaram que a NES
aquecida de larvas de L. sericata ndo inibiu a formacdo de biofilme e a desagregacio de
biofilmes pré-formados de S. aureus e P. aeruginosa. A acdo da NES de larvas de L. sericata
aquecido (100°C por 5 a 60 minutos) em biofilmes nascentes e pré-formados nas amostras de
Staphylococcus. epidermidis 1457 e 5179-R1 foi avaliada por Harris et al. (2009). Biofilmes

nascentes dessa espécie bacteriana tiveram a sua formac¢do diminuida com o aumento do
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tratamento térmico da NES, mas a formac¢ao nao foi completamente abolida mesmo apds 60
min de tratamento térmico da NES. A atividade de desagregacdo da NES aquecida sobre
biofilmes pré-formados das amostras estudadas foi reduzida em 35% e 53% para NES
aquecido por 5 minutos, respectivamente, e foi abolida ap6s aquecimento por 10 minutos em
ambas as amostras.

Bohova et al. (2014). evidenciaram a perda da atividade proteolitica da NES apds
tratamento térmico no ensaio de atividade de proteases em placas de dgar leite. A NES
liofilizada e ressuspensa apresentou alta atividade proteolitica nas concentragdes de 5 a 500
mg/mL, enquanto nenhuma atividade foi evidenciada com a NES aquecida na concentracao
de 500 mg/mL.

O comportamento distinto apresentado pela NES, sem e com tratamento térmico,
sobre bactérias livres e em biofilmes indica a existéncia de componentes com diferentes
acoes. Os responsdveis pela atividade antimicrobiana possivelmente seriam peptideos de
baixo peso molecular, que carecem de uma estrutura complexa, possibilitando que sua acao
persista mesmo ap6s o tratamento térmico da NES. J4 a atividade antibiofilme possivelmente
estaria associada a presenca de proteases na NES. Como essas possuem alto peso molecular e

estrutura complexa, sdo degradadas quando do aquecimento da NES, perdendo sua acdo.

Fracionamento molecular da excregdo/secregdo larval
Métodos simples de fracionamento molecular

Um dos primeiros estudos sobre a acdo antimicrobiana de fragdes moleculares da NES
de larvas de moscas foi o de Bexfield et al. (2004). Foram empregados em sequéncia filtros
Amicon (Millipore) com massa molar de corte (MWCO) de 10 kDa e 500 Da. No ensaio

turbidimétrico, o retentato com massa molecular > 10 kDa nd3o apresentava acgdo
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antimicrobiana sobre amostras de S. aureus tendo, contudo, atividade litica sobre células de
M. lysodeikticus (Micrococcus luteus). Como essa atividade era perdida em funcdo do
tratamento térmico foi correlacionada a presenca de proteases na NES. As fracdes de massa
molecular < 10 kDa e < 500 Da apresentavam a¢ao antimicrobiana, sendo essa resistente ao
aquecimento e ao tratamento com tripsina e pronase E. A fracdo com massa molecular entre
10 kDa e 500 Da apresentava acao antimicrobiana sobre S. aureus, mas nao sobre MRSA. Jd a
fracdo < 500 Da apresentava acdo sobre amostras de S. aureus e MRSA. Os autores
concluiram que em fun¢do da baixa massa molecular a agdo observada na fragdo < 500 Da
ndo seria decorrente de peptideos antimicrobianos de insetos conhecidos, como as
magaininas, apidecinas ou defensinas, que possuem massa molecular de 2 a 4 kDa.
Possivelmente essa acao estaria ligada a presenca de dipeptideos antimicrobianos descritos em
larvas dos dipteros como B-alanyl-tyrosine (252 Da) de Neobellieria bullata e N-f-alanyl-5-S-
glutathionyl-3,4-dihydroxyphenylalanine (573 Da) de Sarcophaga peregrina. A B-alanyl-
tyrosina € resistente ao tratamento térmico (120°C por 20 min) e sendo um dipeptideo
provavelmente € resistente a proteases, devido a presenga de uma unica ligacdo peptidica.
Kerridge et al. (2005) estudaram a atividade antimicrobiana sobre MRSA de fracdes
moleculares da NES produzida por larvas de L. sericata obtidas por filtracdo sequencial em
filtros Amicon Centricons (MWCO 50, 30, 10, 5 e 3 kDa). Todos os filtrados obtidos
apresentaram atividade sobre MRSA, assim como os retentatos dos filtros de 10 e 5 kDa,
indicando a presenca de pelo menos um agente antibacteriano com maior massa molecular. A
eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sddio usando géis de alta densidade,
apropriados para a separagdo de peptideos, mostrou numerosas bandas de baixo peso
molecular sugerindo a presenga de peptideos antibacterianos, como os ja descritos em outras

espécies de insetos. O primeiro peptideo antibacteriano de inseto foi identificado na hemolinfa
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de pupas da mariposa da cecropia (Steiner et al. 1981). Esse peptideo com 37 aminodcidos
possui acdo antimicrobiana contra vdrias bactérias Gram-negativas, incluindo E. coli e P.
aeruginosa. Posteriormente a essa descoberta, um grande nimero de peptideos pertencentes
ao grupo da defensinas foi descrito. Com uma massa molecular inferior a 5 kDa, esses
peptideos possuem uma maior atividade contra bactérias Gram-positivas e limitada acdo
contra Gram-negativas. Essas caracteristicas sdo muito parecidas aos peptideos presentes na
fracdo de baixo peso molecular obtido a partir da NES de L. sericata nesse estudo.

O fracionamento molecular sequencial da NES de L. sericata foi novamente
empregado por Bexfield et al. (2008), seguindo a mesma metodologia descrita pelos autores
no estudo de 2004. A fragcao de NES < 500 Da apresentou acdo antimicrobiana sobre bactérias
Gram positivas e negativas, sendo que Bacillus subtilis e Klebsiella pneumoniae apresentaram
a maior susceptibilidade, enquanto P. mirabilis e S. epidermidis apresentaram uma maior
resisténcia. A NES < 500 Da também inibiu de forma eficaz dez de doze amostras de MRSA
testadas sendo, entretanto, as duas amostras nao inibidas por essa fracdo susceptiveis a NES
sem fracionamento.

Métodos complexos de fracionamento molecular

Em um estudo realizado por Kruglikova and Chernysh (2011), foram obtidos
inicialmente os compostos hidrofobicos da NES produzida por larvas de L. sericata. O
emprego desses compostos teve como base um estudo prévio dos mesmos autores, que
caracterizou os peptideos antimicrobianos de insetos identificados como hidrofébicos. Apds
sua extragdo com cartuchos Waters Sep-Pak Vac 20 cc com solvente C18, foi realizado o
fracionamento com uso de cromatografia liquida de alto desempenho de fase reversa,
selecionada por sua alta eficiéncia em separar peptideos. As fracdes cromatograficas foram

secas a vacuo, dissolvidas em 4gua e testadas pelo método da placa de dgar com orificio. A
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fracdo correspondente a 30-31% de acetonitrila apresentava acdo em M. luteus e a 32-34% em
E. coli. Essas fracOes foram submetidas a espectrometria de massa com ioniza¢do por
“eletrospray” (ESI) e ionizacdo/dessorcdo a laser assistida por matriz acoplada a
espectrometria de massa de tempo de voo (MALDI-TOF). A fracdo que atuava em M. luteus
possuia compostos com baixa massa molecular (129 a 700 Da) e dois peptideos (6466 e 6633
Da). A fracdo com agdo sobre E. coli possuia compostos com baixa massa molecular (174 a
904 Da) e peptideos com massas moleculares de 1014, 1128, 1269, 5772, 8631, 8882, e 9025
Da. Em estudos anteriores com a hemolinfa de C. vicina, Chernysh et al. (2000) também ja
haviam identificado, respectivamente, defensinas na fracdo de 30 a 31% de acetonitrila e
diptericinas na fragao 30-35% de acetonitrila (massa molecular de 8886,2 e 9029,1 Da) sendo
observada, nesta ultima, uma grande similaridade com as massas descritas em L. sericata
(8882 e 9025 Da).
CONCLUSION

Os resultados encontrados sugerem que o pH da NES poderia ser utilizado como um
marcador de atividade antimicrobiana, uma vez que o pH alcalino poderia ser um indicador da
presenca de maiores quantidades de compostos antimicrobianos na NES. Complementarmente
a esse marcador, a andlise da atividade proteolitica da NES utilizado teste da gelatinase ou de
atividade litica sobre M. lysodeikticus também poderiam ser bons parametros para avalia¢do
da NES. Por fim, o jejum larval antes da extragcdo, a concentra¢do da NES apés a extracdo e o
doseamento de proteinas seriam estratégias para aprimorar os estudos da sua atividade
antimicrobiana.

O estudo contribui para a enfermagem na medida em que a Organizacdo Mundial de
Satde considerou urgente o desenvolvimento de novas drogas capazes de combater infec¢des

causadas por bactérias multirresistentes, uma causa importante de mortes € enorme impacto
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econdmico para os sistemas de saide. Nesse sentido, a NES e seus produtos, como os AMP
usados de forma conjunta (complexo de AMP) tém sido apontados como substincias
promissoras para esse enfrentamento, pela baixa probabilidade da ocorréncia de resisténcia

bacteriana ao complexo de peptideos antimicrobianos.
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Tabela 1. Nimero de artigos recuperados e selecionados pelo titulo a partir das estratégias de

buscas dos descritores combinados com os operadores booleanos nas bases de dados

Base de Dados

Estratégia de Busca

Total (n)

Selecionados

pelo Titulo (n)

PubMed

(((calliphoridae) OR (larva*) OR
(blow-fI*)) AND ((anti-bacterial
agent*) OR (microbial sensitivity
test*))) Filters: Full text, English,
Portuguese, Spanish, from 1931/1/1

-2021/11/13

1234

86

Scielo

((calliphoridae) AND ((larva*) OR
(blow-fl*)) AND ((anti-bacterial
agent™) OR (microbial sensitivity
test*))) Filters: Full text, English,

Portuguese, Spanish, from 1931/1/1

-2021/11/13

Web of Science

(((ALL=calliphoridae) OR
(ALL=larva) OR (ALL=blow-fly))
AND ((ALL=anti-bacterial agent)

OR (ALL=microbial sensitivity

test)))
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562

563

564

565

Base de Dados

Estratégia de Busca

Total (n)

Selecionados

pelo Titulo (n)

Scopus

( ((calliphoridae ) OR ( blow-fI*
)) AND (larva*) AND ( ( anti-
bacterial AND agent* ) OR (
microbial sensitivity test* ) ))
AND ( LIMIT-TO ( PUBSTAGE ,
"final" ) ) AND (LIMIT-TO (
LANGUAGE, "English") OR
LIMIT-TO ( LANGUAGE ,
"Spanish" ) OR LIMIT-TO (

LANGUAGE , "Portuguese" ) )

201

53

Total

1444

139

Tabela 2. Estudos empregando metodologia de extracdo da excrecdo/secre¢do das larvas

Fonte: autores (2021)

baseada na técnica de Bexfield et al. (2004)

Proporcao Larvas Condicoes
Autores Estado Extrator
(unit ou g) / Extrator | de Extracido
Bexfield et al. 1 ha30°C
Estéril Mili-Q UW 1 g/200 uL
(2004) no escuro
Kerridge et al. Descontaminagdo Durante a
ddH20 100/ 10 mL
(2005) com etanol 70% noite a 25°C
van der Plas,
lha
Jukema, et al.
temperatura
(2007), van der Estéril Mili-Q UW 507200 ul
ambiente no
Plas, van der Does,
escuro
et al. (2007)
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566

Proporcao Larvas Condicoes
Autores Estado Extrator
(unit ou g) / Extrator | de Extracio
Cazander, van
Veen, Bernards, et
al. (2009), 400 L1 para 100 uLL 1 ha35°C
Estéril Saline
Cazander, van 200 L3 para 100 ul no escuro
Veen, Bouwman, et
al. (2009)
Andersen et al. 300 L1 para 200 L 1 ha30°C
Estéril Mili-Q UW
(2010) 400 L2 para 200 uL. no escuro
Barnes, Dixon, et
Nao estéril ddH20 ladg/1ml 1 ha30°C
al. (2010)
Kruglikova and
Nao estéril dH20 150-200 g / 50 mL 30 min
Chernysh (2011)
1 ha37°C
Jiang et al. (2012) Estéril Saline Nio cita
no escuro
Alnaimat et al. Durante a
n.c Mili-Q UW 10g/4 mL
(2013) noite a 25°C
Descontaminagio
Diaz-Roa et al.
com formaldeido e PBS 200 /2 mL 1ha?25°C
(2014)
hipoclorito
Ratcliffe et al.
Jejum de 18-24 h Mili-Q UW 1 g/100 uL 1 ha37°C
(2015)
1 ha30°C
Evans et al. (2015) Estéreis Mili-Q UW 1g/200uL
no escuro
Descontaminagao
Ghada and John 1 ha?27°C
com formaldeido e PBS 7.2 200 /2 mL
(2016) no escuro

alcool
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Proporcao Larvas Condicoes
Autores Estado Extrator
(unit ou g) / Extrator | de Extracio
Chaiwong et al. Descontaminagdo
ddH,0 100 /200 uL 1 ha30°C
(2016) com alcool
Masiero et al. Descontaminagio 1 ha37°C
dH,0 25 /800 uL
(2017) com alcool no escuro
Descontaminagdo
Fonseca-Mufioz et 1 ha37°C
com formaldeido e Saline =1500/ 6 mL
al. (2019) no escuro
hipoclorito
Elmorsy et al. Descontaminagdo 6 ha?25°C
PBS 100 /200 puL
(2020) com alcool no escuro

567 Legenda: Mili-Q UW: Milli-Q ultrapure water; dH20: dgua destilada; ddH2O: dgua deionizada; saline: solugdo
568 de cloretode sddio a 0.9%.; PBS: tampao fosfato-salino; n.c.: ndo citado.

569 Fonte: autores (2021)

570
571
572
573
574
575
576
577
578
579
580

581
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Figura 1. Fluxograma de selecdo de artigos baseado no PRISMA (Principais Itens para

Relatar Revisdes Sistematicas e Meta-analises)
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Fonte: autores (2021)
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