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Resumen

Introduccién. Durante las Gltimas dos dé-
cadas, la terapia larval ha resurgido como una
alternativa confiable y segura para la cura de
tlceras cutdneas que no responden a los trata-
mientos convencionales.

Objetivo. Evaluar el uso de las larvas de
Lucilia sericata en el tratamiento de heridas
infectadas con Pseudomonas aeruginosa en un
modelo animal.

Materiales y métodos. Se tomaron 12 cone-
jos, los cuales fueron divididos al azar en 3 grupos
homogéneos: al primero se le aplicé terapia lar-
val, el segundo se tratd con terapia antibidtica y el
tercero fue establecido como control. A cada uno
de los animales se les realiz6 una herida, luego se
inoculd en ésta una suspension de P. aeruginosa
y, finalmente, al registrarse el desarrollo de la
infeccién, se procedid, en los dos primeros gru-
pos, a los tratamientos correspondientes. Para la
evaluacion macroscépica de las heridas, se tuvo
en cuenta la presencia de edema y exudado, mal
olor, inflamacién alrededor de la herida y apa-
riencia del tejido de granulacion. Al proceso de
cicatrizacion se le hizo seguimiento a través

de una técnica dermohistoldgica.
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Resultados. Se registraron claras diferencias
entre el grupo de animales tratados con terapia
larval vs. el grupo tratado con terapia convencio-
nal de antibidticos, estableciéndose un periodo de
10 dfas para alcanzar la cicatrizacién en el grupo
de terapia larval mientras que en el segundo
grupo el proceso se cumplié en 20 dias.

Conclusiones. Se demostro la eficacia de las
larvas de L. sericata en el tratamiento de heridas
infectadas con P. aeruginosa.
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Summary

Introduction. During the last two decades
the larval therapy has reemerged as a safe and
reliable alternative for the healing of cutaneous
ulcers that do not respond to the conventional
treatments.

Objective. To evaluate the use of the larvae
of Lucilia sericata as a treatment for infected
wounds with Pseudomonas aeruginosa in an
animal model.

Materials and methods. Twelve rabbits we-
re randomly distributed in 3 groups: the first
group was treated with larval therapy; the second
was treated with antibiotics therapy and to the
third no treatment was applied, therefore was
established as a control group. To each animal
a wound was artificially induced, and then a
suspension of P. aeruginosa was inoculated into

INTRODUCCION

La terapia larval es una tecnologfa antigua,
empleada y reconocida en la década de los treinta
[1-4], siendo popular su uso en muchos paises
de Europa y de Norte América. En estos dltimos,
mads de 300 hospitales la utilizaron, pero luego,
en el afio de 1940, se abandond como consecuen-
cia del auge de los antibidticos y de los avances
quirtrgicos [5]. Sin embargo, se volvid a retomar
en 1989 como alternativa al surgimiento de la
resistencia bacteriana a los antibiticos, y en
la cura de heridas de dificil prondstico que no
respondian favorablemente a los tratamientos

convencionales [6,7].
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the lesion. Finally, every rabbit was evaluated
until the infection development was recogni-
zed and treatment was set up for the first two
groups according with the protocols mentioned
above. Macroscopic evaluation of the wounds
was based on the presence of edema, exudates,
bad odor, inflammation around the wound and
the presence of granulation tissue. The healing
process was evaluated by monitoring histological
changes in the dermal tissue.

Results. Differences in the time required
for wound healing were observed between the
first group treated with larval therapy (10 days)
and the second group treated with conventional
antibiotics therapy (20 days).

Conclusion. The L. sericata larva is and effi-
cient tool as a therapy for infected wounds with
P. aeruginosa.

Key words: larval therapy, Lucilia sericata,
wounds healing, Pseudomona aeruginosa, his-

topathology.

Actualmente, el uso de la terapia larval se
ha venido incrementado en muchos paises del
mundo al establecerse como una tecnologfa sen-
cilla, rdpida y efectiva en el tratamiento de le-
siones cutaneas [5,8-11]. Los efectos benéficos de
las larvas sobre las heridas se producen debido
a la accién de varias sustancias que ellas secre-
tan y excretan, participando en tres mecanismos
fisiol6gicos diferentes: debridamiento, activi-
dad antimicrobiana y estimulacion del tejido de
granulacion. La articulacién de todo el proceso
conduce, finalmente, a la cura y cicatrizacién
de las lesiones cutdneas [12]. La aplicacién de
la terapia larval estd indicada para heridas que
contienen membranas adherentes o con tejido
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necrético, que estdn clinicamente infectadas y no
responden a los tratamientos antimicrobianos.

Las larvas de la mosca L. sericata (Diptera:
Calliphoridae) son consideradas como las més
eficaces para ser empleadas en los tratamientos
de terapia larval [13-15]. Las caracteristicas
bioldgicas y etoldgicas que hacen a las larvas de
L. sericata las mds convenientes para utilizar en
biocirugia incluyen su rapido desarrollo larval, la
relativa facilidad para criar estos insectos en con-
diciones de laboratorio y la continua disposicién
para la toma de los huevos y su esterilizacion. No
obstante, lo mds relevante en el comportamiento
bioldgico es la accién efectiva de las larvas al
actuar como pardsitos facultativos que se alimen-
tan solo del tejido necrético en las heridas, sin
intervenir los tejidos vivos del hospedero.

Las heridas crénicas, infectadas, algunas de
dificil prondstico, representan un problema
de importancia en salud ptblica a nivel mun-
dial. En Inglaterra, por ejemplo, se hizo un esti-
mativo anual de 1 billén de libras esterlinas en
gastos por parte del Servicio Nacional de Salud
(NAQ, 2004), y a nivel mundial los costos en los
tratamientos anuales podrian estar en el orden
de los US$7 billones. En los anteriores gastos
no se incluyen las incapacidades laborales y las
secuelas que ocasionan estas lesiones, cuyos
valores podrian ser incalculables, ademds del
impacto negativo que tienen en la calidad de
vida del paciente y de su familia. Las heridas
cronicas de mayor impacto se refieren princi-
palmente a tlceras varicosas, tlceras por presion
y tlceras de pie diabético. Como alternativa de
tratamiento para estas heridas que no responden
positivamente a los tratamientos convencionales,
se ha venido usando la terapia larval, que es un
método mas econémico, de evolucién mas rdpida
y segura. La accién antibacterial de sustancias
producidas por las larvas han sido evaluadas, en
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condiciones in vitro, con varias especies de estos
microorganismos, entre las cuales mencionamos
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Micrococcus luteus y Pseudomonas aeruginosa
[5,16]. Sin embargo, menos trabajos se han
realizado en condiciones in vivo, tomando mod-
elos animales de experimentacidn.

En el presente trabajo se evalud la accién de
la terapia larval derivada de la mosca L. sericata,
cepa Bogotd, en heridas infectadas con P. aeru-
ginosa, previamente inducidas en conejos. Adi-
cionalmente, se compard este tratamiento con
otro de terapia convencional con antibidticos,
desarrollado paralelamente en estos animales.

MATERIALES Y METODOS
Desinfecci6n de huevos de L. sericata y eva-
luacién microbiolégica

Se tomaron, periddicamente, para los tra-
tamientos de terapia larval grupos de 100 a 200
huevos que fueron recolectados de la cepa Bo-
gota-Colombia, previamente establecida en el
Laboratorio de Entomologia de la Universidad
del Rosario. Estos huevos se sumergieron en
una solucién de hipoclorito de sodio al 0,05%,
con agitacién continua durante 2 minutos; luego
fueron pasados por formaldehido al 5% durante
otro minuto y finalmente lavados con agua desti-
lada estéril por 3 minutos. Los huevos desinfecta-
dos se transfirieron a cajas de Petri estériles que
contenian agar sangre; aqui ocurri6 la eclosién
de las larvas, previa incubacién de los huevos a
27°C. En cada esterilizacion, algunos huevos y
larvas, seleccionados al azar, se sembraron en
caldo soya tripticasa para detectar cualquier in-
dicio de contaminacion mediante turbidez. Las
larvas estériles, bajo las condiciones sefialadas
anteriormente, se refrigeraron a 4°C, en cajas de
Petri, en algunas ocasiones hasta por 72 horas,
antes de ser utilizadas en los tratamientos.



Animales de experimentacién e induccién de
las heridas

Como biomodelo experimental se emplearon
12 conejos Nueva Zelanda, 6 machos y 6 hem-
bras destetos, los cuales fueron divididos en 3
grupos homogéneos de 4 animales (2 machos y
2 hembras). Durante el desarrollo del trabajo se
tuvo en cuenta la ley 84 de 1989 para el uso de
animales de experimentacion y las normas éticas
para investigacion sin riesgos de acuerdo con
la resolucién 008430 de 1993 del Ministerio
de Salud de Colombia. Previamente se obtuvo
la aprobacion del Comité de Etica de la Facultad
de Medicina de la Universidad del Rosario. A
los conejos se les efectud sedacion y aneste-
sia, utilizando una premedicacién de morfina
1,2-5,0 mg/kg intramuscular, luego induccién
con isoflurano al 3-4% inhalada en oxigeno; el
mantenimiento se hizo también con la anterior
sustancia a la concentracién del 0,5-2%. Todo
el tratamiento anterior indujo a los pacientes a
un estado de neuroleptoanalgesia, situacion en
la cual se le retir6 a cada animal una porcién de
piel del dorso caudal a la cabeza correspondiente
aun drea total de 5 cm?, con una profundidad de
corte de 0,5 cm. Posteriormente, se inoculé a la
herida 2 ml de una suspensién de P. aeruginosa
(cepa ATCC 27853), en una concentracién de
10°microorganismos viables/ml. Para el manejo
postoperatorio del dolor, se administré Meloxi-
cam 1-2 mg/kg, cada 4 horas [17]. Cuando los
animales presentaron signos de infeccidn, ésta
fue confirmada para P. aeruginosa, mediante
estudio microbioldgico, asi: a las 72 horas se
tomaron muestras de la secrecién de la herida
infectada de cada animal con la ayuda de hisopos
estériles, luego se sembraron en agar sangre y
medio EMB, finalmente se incubaron a 35°C por

24 horas. También, se realizaron frotis directos,
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tomados de las lesiones, en ldminas portaobjetos
desengrasadas, donde se fijaron, y posteriormente
se realiz6 tincién de Gram. Se finalizé con la
observacién microscdpica de las muestras.
Después de 10 dias de inoculados los animales
con P. aeruginosa, se iniciaron los respectivos
tratamientos, asignados a los dos grupos, previa
limpieza de las heridas con solucién salina estéril.
Se procedid, por grupo, de la siguiente manera:
¢ Grupo 1. Terapia larval (TL). Para la diferen-
ciacion de los 4 conejos de este grupo, se enu-
meraron del 1a al 1d. Sobre la herida de cada
espécimen se adicionaron 10 larvas/cm? vivas
y asépticas de la mosca L. sericata, la cual
se cubri6 con material adhesivo y un vendaje
especial compuesto por gasa, esparadrapo y
Vet-Rap®, para evitar, de esta manera, que
las larvas salieran de la herida.
¢ Grupo 2. Antibiético (Antb). A este grupo
correspondieron los animales tratados con
antibiético y la numeracion asignada fue del
2a al 2d. La seleccion del antibidtico se basé
en el resultado del antibiograma realizado
mediante la técnica de Kirby-Bauer a la
cepa de P. aeruginosa frente a los siguientes
antibidticos: Gentamicina, 10 pg/ml, Pipe-
racilina/tazobactam, 100/10pg/ml; Cipro-
floxacina, 5pg/ml; Ceftazidime, 30pg/ml y
Amikacina, 30pg/ml [18].
¢ Grupo 3. Control (Control). En este grupo
se incluyeron los conejos enumerados del
3a al 3d. No se les aplicé ningtin tratamien-
to. El proceso de cicatrizacion se realizé por
segunda intencién y las heridas cubiertas
con vendaje se limpiaron diariamente con

solucién salina.

Evaluacién macroscépica de las lesiones
Antes, durante y después de establecidos los
tratamientos, se realizé para cada animal una
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evaluacion de las lesiones tomando como dia
cero, aquel en que se estableci¢ el tratamiento,
hasta el dia 20 con intervalos de 5 dias, para va-
lorar la evolucién macroscépica del proceso de
cicatrizacion en los grupos. Las observaciones
se anotaron en una escala de 0-3 de la siguiente
manera: presencia de edema (0: ausente; 1 leve;
2: moderado; 3: abundante), presencia de exu-
dado (0: ausente, 1: leve, 2: moderado, 3: abun-
dante), mal olor (0: ausente, 1: leve, 2: moderado
3: intenso), inflamacién alrededor de la herida
(0 :ausente, 1: leve, 2: moderado, 3: abundante),
tejido de granulacién (0: muy bueno, 1: bueno,
2:insuficiente, 3: ausente) y ntimero de colonias
(0: ausente, 1: leve, 2: moderado, 3: abundante).
Se tuvo en cuenta que la sumatoria maxima
podria ser 15 en el peor de los casos y 0 en el
mejor [19].

Toma de biopsias

Después de 5 dias de tratamiento se procedi6
a tomar la primera biopsia de piel de las lesiones,
con la téenica punch, a cada uno de los animales
de los 3 grupos; asi mismo, este procedimiento
se repiti6 cada 5 dias hasta completar 4 biopsias
en un tiempo total de 20 dias. Posteriormente,
se realizaron placas dermohistoldgicas de cada
biopsia, las cuales fueron fijadas y luego colo-
readas con hematoxilina-eosina, tricrémica de
Masson y Gram para, finalmente, ser observadas
con la ayuda de un microscopio. Los resultados
obtenidos fueron evaluados teniendo en cuenta
variables cuantitativas y también las etapas de
cicatrizacion (inflamacién, proliferacién y madu-
racion). Para el andlisis comparativo de los cortes
dermohistoldgicos, se tomd como parametro un
patrdn de piel sana. Durante estos procedimien-
tos se previno el dolor en cada animal, mediante
el protocolo de analgesia y anestesia sefialado
anteriormente en la realizacion de las heridas.
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Analisis estadistico

El andlisis estadistico se aplicé a los datos
obtenidos de las variables cuantitativas, es decir
a heterdfilos, histiocitos, linfocitos, células plas-
maticas, niimero de vasos, fibroblastos, fibras de
coldgeno y numero de colonias de P. aeruginosa;
inicialmente con pardmetros de estadistica des-
criptiva y luego se establecié la normalidad de
los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilks
(00,05). Posteriormente, se empled el test de
Kruskal-Wallis (00,05) para establecer si exis-
tian diferencias significativas entre el compor-
tamiento celular de los tres grupos; finalmente,
se emplearon los test de Tukey y Scheffe, que
corresponden a pruebas de comparaciones mul-
tiples. Estas pruebas permitieron determinar el
origen de la varianza y comparar el comporta-

miento de dichas variables [19].

RESULTADOS

En las pruebas microbioldgicas, posterior a
lainoculacién de la suspensién de P. aeruginosa
en las heridas de los conejos e iniciadas a partir
de la siembra de las muestras en los medios de
cultivos y de los frotis directos. Se pudo obser-
var la formacion caracteristica de colonias de la
bacteria indicada y también en las preparaciones
microscopicas fue evidente la morfologia propia
de estos bacilos Gram negativos, observdndose
rectos o ligeramente curvados, no helicoidales,
con tamafios que oscilaron entre 0,6 y 2,0 pm
de longitud (ver figura 1). Lo anterior, permiti6
comprobar la infeccién de las heridas en los ani-

males con la bacteria seleccionada.
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Figura 1. Frotis directo de la secrecién de la herida, se observan bacilos Gram negativos. Coloracién de

Gram, objetivo 100X

De los cinco antibidticos evaluados a través
de los antibiogramas, se observo que todos pro-
dujeron un halo de sensibilidad en cultivo, ra-
z6n por lo cual, para seleccionar uno de ellos, se
tuvo en cuenta otras caracteristicas, tales como:
la facilidad para su aplicacién (intramuscular),
facil manejo del tiempo entre dosis (24 horas)
y en el tratamiento total (7 dias), y también el
costo relativamente bajo, condiciones que ofreci6
Gentamicina.

Evaluacién macroscépica del proceso
de cicatrizacién

La evolucidn de la cicatrizacién fue diferente
en los 3 grupos. Para el grupo 1 de conejos trata-
dos con larvas de L. sericata, el proceso se cumplié
en un periodo de 10 dias, en tanto que en el grupo
con Gentamicina o antibidtico, la cicatrizacién se
complet6 a los 20 dias (ver figuras 2 y 3). En los
animales del grupo control, a los 10 dfas se ob-
servo irritacion y alopecia alrededor de los ojos,
complicandose la herida cada vez mds con el paso
del tiempo.

Figura 2. Inicio del proceso de cicatrizacién en el dia 5. a) Grupo 1 (TL). b) Grupo 2 (Antb). c) Grupo 3 (control)

L
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Figura 3. Finalizacion del proceso de cicatrizacion en el dia 20. a) Grupo 1 (TL). b) Grupo 2 (Antb). c)
Grupo 3 (control)

En la tabla 1 se muestra la suma total, con
respecto a la presencia de edema, exudado, mal
olor, inflamacién alrededor de la herida, teji-
do de granulacién y ndmero de colonias de P.
aeruginosa, obtenida a partir de la evaluacion y
calificacion seleccionada.

Tabla 1. Sumatoria de la evaluacién macroscopica
de las heridas, teniendo en cuenta la asociacion de
los parametros seleccionados en los diferentes
tiempos, aplicados a los tres grupos de animales

Identificacion Dia Dia Dia Dia Dia

Grupo .
del conejo 0 5 10 15 20
la 15 6 1 0 0
1b 11 9 4 0 0
TL
1c 15 8 1 0 0
1d 15 6 2 0 0
2a 12 11 7 3 0
2b 15 11 9 5 1
Antb
2c 14 11 9 4 0
2d 15 11 8 6 2
3a 15 15 15 15 15
3b 11 14 15 15 15
Control
3c 12 15 15 15 15
3d 14 15 15 15 15

La sumatoria se encuentra entre el rango de 0-15
(15 = herida abierta e infectada, 0 = cicatrizacion
completa).

Evaluacién microscépica del proceso
de cicatrizacién

En la primera biopsia, realizada a los 5 dias de
instaurado el tratamiento, se observé en los 2 pri-
meros grupos, una fase de inflamacién terminal
con signos evidentes de reparacion, mds acentua-
daenTL, en tanto que la fase de inflamacion per-
sisti6 en el control, con una pustula intracorneal y
una gran cantidad de bacterias en este estrato, al
contrario de lo registrado para los otros 2 grupos,
en los cuales hubo progreso en la evolucién de las
heridas. En TL se observé neovascularizacion y
pequefios capilares en tejido conectivo, mientras
que en Antb hubo presencia de fibroblastos (fle-
chas), capilares en formacion (V) y escasas células
inflamatorias (ver figura 4).

A los 10 dfas, correspondiente a la segunda
biopsia, se observo para el TL presencia de teji-
do de granulacién, notdndose la orientacién de
los fibroblastos (flechas) perpendiculares a los
capilares. Para el grupo Antb hubo presencia de
pequefias hemorragias (flechas), neovasculari-
zacién (V) tejido de granulacion y persistencia
de escasas células inflamatorias (CI). Mientras
que en el grupo control se identificé pérdida de
la epidermis con una severa infiltracién supura-
tiva en dermis superficial (DS) y profunda (DP)
(ver figura 5).
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Figura 4. Caracteristicas histologicas de la herida en el dia 5. a) Grupo 1 (TL). b) Grupo 2 (Antb). c) Gru-
po 3 (control). V, capilares. Objetivo (a-b) 100X, c. 40X
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Figura 5. Caracteristicas histologicas de la herida en el dia 10. a) Grupo 1 (TL). b) Grupo 2 (Antb). c)
Grupo 3 (control). V, capilares, DP, Dermis profunda, DS, Dermis superficial. Objetivo (a-b) 100X, c. 40X
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En las observaciones realizadas a los 15 dias, | del tejido fue similar al tejido control de piel sana,
tercera biopsia, para los animales pertenecien- | en tanto que en el Antb se observé continuidad
tes al TL, se observg abundante V, fibroblastos | en la epidermis, gran proliferacion celular (PC),
y fibras de coldgeno. Para el grupo Antb, se | reparacion por tejido de granulacién, neovascula-
observaron capilares en formacién (V), gran | rizacién y presencia de coldgeno en los lados del
cantidad de fibroblastos (flechas) con infiltrados | defecto (FC). También hubo pocos macréfagos
de algunos linfocitos polimorfonucleados. En | (flechas) (ver figura 7).
el grupo control, la mayor cantidad de células Para confirmar la reduccién de colonias en
correspondi6 a linfocitos polimorfonucleados | todoslos especimenes delos 3 grupos, alos 5 dias
(ver figura 6). de tratamiento, se hizo maceracion de tejido de

En la cuarta biopsia, realizada a los 20 dias de | las heridas y mediante cultivos microbioldgicos
instaurado el tratamiento, parael TL, laapariencia | 24 horas después de la siembra por método de
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Figura 6. Caracteristicas histoldgicas de la herida en el dia 15. a) Grupo 1 (TL). b) Grupo 2 (Antb). c)
Grupo 3 (control). V, capilares, N, Polimorfonucleados. Objetivo 100X

Figura 7. Caracteristicas histologicas de la herida en el dia 20. a) Grupo 1 (TL). b) Grupo 2 (Antb). c) Grupo 3

(control). V, capilares, N, Neutréfilos, PC, Proliferacion celular, FC, Fibras de colageno. Objetivo 100X

agotamiento en agar sangre y agar EMB, se pudo
observar que no hubo crecimiento de colonias
para el TL, en contraste con los grupos Antb y
3 control, los cuales presentaron crecimiento de
2.500 y 17.000 UEC, respectivamente.

A continuacién se describe el comportamien-
to cuantitativo y la significancia estadistica de las
diferencias entre el ndmero de cada tipo de célu-
las y algunas estructuras asociadas encontradas
en las biopsias realizadas, correspondientes a los
diferentes grupos en los periodos seleccionados.

Para estos analisis, inicialmente, se realizaron
pruebas de normalidad de los datos mediante la
aplicacion de la prueba de Shapiro-Wilks; poste-
riormente, se empled el test de Kruskal-Wallis, el
cual mostrd que hubo diferencias estadisticamen-
te significativas entre el comportamiento celular
de los tres grupos (p=0,017). Debido a esto, se
analizaron los datos obtenidos para cada tipo ce-
lular, mediante las pruebas de Tukey y Scheffe.
Heteréfilos. En general, el ntimero de hete-
rofilos que se observd en las placas de los cortes
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dermohistoldgicos realizados los dias 5, 10, 15
y 20, para los 2 tratamientos (TL y Antb), no
presentaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas. Aunque al aplicar pruebas de compa-
racion entre grupos para cada dia se obtuvieron
los siguientes resultados:

Especificamente, en el dfa 5 de tratamiento
hubo un nimero menor de heteréfilos en el
TL en comparacién con los otros dos grupos,
diferencias estadisticamente significativas del
grupo TL con los grupos, Antb (p=0,0325) y
control (3) (p=0,0325). En el dia 10, la diferencia
se hizo més evidente entre los grupos TL y con-
trol (p=0,0114), mientras que para el dia 15, los
heteréfilos observados en el grupo TL fue mayor
que en los otros dos, con diferencias significativas
entre el TL y el Antb (p=0,0481). Mientras que
en los cortes observados el dfa 20, para todos los
tratamientos, la cantidad de este tipo de células
no mostré diferencias estadisticamente signifi-
cativas (ver figura 8a).

Histiocitos. La comparacion inicial realizada
para el ndmero de histiocitos arrojé diferencias
estadisticamente significativas en las observacio-
nes realizadas para los dfas 15 y 20 (p=0,0046).

Particularmente, al comparar los cortes rea-
lizados en los 3 grupos el dia 5, se encontré un
mayor ntmero de estas células en el TL con di-
ferencias estadisticamente significativas con
los grupos Antb (p=0,0204) y control (p=0,007).
Mientras que en los siguientes dfas de las biopsia
(10, 15 y 20) no se registré un ndmero mayor
estadisticamente de histiocitos entre los dife-
rentes grupos (ver figura 8b).

Linfocitos. Se encontraron diferencias sig-
nificativas en las observaciones hechas el dia 20
con el dia 5 (p=0,0180), el 10 (p=0,0008) y el
15 (p=0,0005), lo que significa que en el dia 20,
en los tres grupos, el nimero de linfocitos ob-
servado fue bajo en comparacién con los otros
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dfas. Especificamente, para los cortes observados
el dia 5, se encontraron diferencias estadisti-
camente significativas entre los grupos TL y
Antb (p=0,0123) y también entre TL y control
(p=0,005), con un menor nimero para el grupo
TL. El ntimero de linfocitos se equilibré entre los
dias 10 y 15, mientras que para el dia 20 se vol-
vieron a presentar diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos 2 y 3 (p=0,0429)
(ver figura 8¢).

Células plasméticas. Con respecto al nu-
mero de células plasmadticas, se presentaron,
en general, entre todos los grupos, diferencias
estadisticamente significativas entre los dias 10
y 15 (p=0,0135) y también entre los dias 15 y
20 (p= 0,0163). Pero no hubo diferencias entre
grupos en cada uno de los cortes realizados en
los dias 5,10, 15 y 20 (ver figura 8d).

Ndmero de vasos. Hubo diferencias signifi-
cativas en el niimero de vasos observados en los
cortes realizados a partir de cada una de las biop-
sias tomadas el dia 5 con respecto a la del dfa 20
(p=0,00153) y entre los dias 15 y 20 (p=0,00675)
para todos los tratamientos.

No se presentaron diferencias estadisticamen-
te significativas entre los grupos de tratamiento,
en ninguno de los dias correspondientes a los tra-
tamientos 5, 10 y 15, mientras que para el dia 20
se presentaron diferencias significativas entre los
grupos TLy control (p=0,0253) y entre los grupos
Antby control (p=0,0033), con un ntimero menor
de capilares para el grupo control, en comparacién
con los otros dos (ver figura 8e).

Fibroblastos. En el analisis de la abundan-
cia de fibroblastos, a través del tiempo, en to-
dos los grupos, se presentaron diferencias es-
tadisticamente significativas entre los dias 5
y 15 (p=0,0049), 5 y 20 (p= 0,0426) y 10 y 15
(p=0,0426). En particular, para el dia 5 se presen-
t6 un mayor nimero de este tipo celular para el
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Figura 8. Promedio general del ndmero de células en cada uno de los tratamientos durante los 20 dias. a)
Heterofilos. b) Histiocitos. c) Linfocitos. d) Células plasmaticas. e) Nimero de vasos. f) Fibroblastos
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grupo TL en comparacién con los otros dos, con
diferencias altamente significativas entre los
grupos TL y Antb (p=3,09E-9) y TL y control

(p=1,241E-9). Para el dfa 10, en el TL se observd
un ndmero menor de células de esta clase, con
diferencias significativas con los grupos Antb
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(p=0,0123) y control (p=0,0326). En los dias 15y
20 se observd un nimero similar de fibroblastos
para los 3 grupos (ver figura 8f).

Fibras de coldgeno. En general no se encon-
traron diferencias estadisticamente significativas
en el ndamero de fibras de coldgeno entre los
grupos de tratamiento en el transcurso de todo
el experimento. Sin embargo, si hubo diferencias
significativas, en particular, para algunos dias.
Asi, por ejemplo, en el dia 5, entre los grupos
TL y control (p=0,0014); en el dia 10 entre los
grupos TL y Antb (p=0,0221) y entre los gru-
pos TL y control (p=0,0414); en el dia 15 hubo
diferencias significativas entre los grupos Antb
y control (p=0,0474). En el dfa 20 no se presen-
taron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos.

Nimero de colonias de P. aeruginosa. Con
respecto al niimero de colonias de P. aeruginosa,
se encontraron diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre las muestras tomadas en los dias
5y 15 (p=0,0319) y los dias 10 y 20 (p=0,004)
y altamente significativas entre las muestras de
los dias 5 y 20 (p=8,98E-05).

En general, en todas las biopsias, el conteo de
ntmero de colonias siempre dio un ndmero ma-
yor en el grupo control con respecto a los otros
dos. Asi, para el dia 5 hubo diferencias estadisti-
cas altamente significativas entre los grupos TL
y control (p=3,59E-9) y entre los grupos Antb y
control (p=3,59E-9). Para el dia 10 las diferencias
se mantuvieron altamente significativas entre los
grupos TLy Antb (p=1,184E-7) y los grupos TL
y control (p=1,184E-7). Al igual que para el dia
15 entre los grupos TL y Control (p=6,90E-7) y
los grupos Antb y control (p=6,90E-7). En el dia
20, se observé una disminucién en el niimero
de colonias del grupo control, por lo cual no se
presentaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre los grupos.
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Discusion

La evaluacién macroscdpica de las heridas
infectadas con P. aeruginosa mostrd, con base
en los pardmetros utilizados en el presente tra-
bajo y previamente reportados por Wollina [19],
que el proceso de curacién fue de mejor calidad
y menor duracién (10 dias) para el grupo TL de
tratamiento larval, comparado con el tratamiento
convencional con Antb. En este dltimo grupo,
aunque también se registré la curacién de las
heridas en cada uno de los especimenes, ocurrié
de manera mas lenta, teniendo el proceso una du-
racion de 20 dias. Estos resultados de eficiencia
de la terapia larval sobre las heridas, coinciden
con un trabajo previo efectuado por Sherman et
al [20], aplicado a grupos de pacientes humanos
con sintomatologia de pie diabético, los cuales
fueron tratados con terapia larval y terapia con-
vencional. En este se demostrd que el proceso de
cicatrizacion finalizé a los 15 dias al utilizar el
primer tratamiento, mientras que en los grupos
con tratamiento convencional se produjo en un
tiempo mayor. De igual forma, a través del pro-
ceso de intervencidn se observé que las heridas
tratadas con terapia larval no s6lo presentaron
debridacidn, sino que fueron cubiertas en la ba-
se,en un 56% de su superficie, con un excelente
tejido fino de granulacién sano. En contraste,
este tejido cubrié solamente el 15% de la base
de las heridas tratadas convencionalmente en el
mismo periodo.

Se reconocid la accién antibacterial de las
larvas de L. sericata en las heridas infectadas
con P. aeruginosa en los conejos de TL, demos-
trado a través de la reduccién en el crecimiento
de las colonias observadas en las pruebas mi-
crobioldgicas, siendo controladas y erradicadas
de las lesiones el dia 5 de tratamiento. Aunque
la desinfeccién de las heridas por las larvas fue
observada por primera vez por Baer, en 1931 [1].
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se demostrd posteriormente que dicha accién se
debia, en parte, a las propiedades bactericidas
del intestino y/o a las exosecreciones larvales
[4,21]. Mds recientemente, se determiné que la
reduccion bacteriana ocurre primariamente en
el intestino medio de las larvas (Mumcuoglu et
al, 2001) y la presencia de un comensal Proteus
mirabilis en esta regién contribuye a la elimi-
nacion de los microorganismos. Sin embargo,
el efecto bactericida puede deberse, ademas, a
péptidos de bajo peso molecular (catidnicos)
que cumplen esta funcién en todo el organismo
o en las excreciones y secreciones de las larvas
[5,16,22]. Es posible que la actividad antibacterial
de las larvas contra P. aeruginosa que infectaron
las heridas en los conejos del TL, se haya dado
como resultado de la combinacion de las variables
sefialadas anteriormente.

Los resultados obtenidos, a partir de los re-
gistros de observaciones tomadas de las placas
dermohistoldgicas, mostraron que el tratamiento
del TL tuvo una rapida neovascularizacién v,
concomitantemente, se observé un gran ndmero
de pequefios capilares en el tejido conectivo.
Fue evidente, en estas muestras, la presencia de
fibroblastos y células endoteliales; estas tGltimas
probablemente intervinieron en el crecimiento
de nuevos capilares que participaron como acti-
vadores del plasmindgeno para convertirlo en
plasmina, sustancia responsable de la fibriné-
lisis y ruptura del esqueleto original de fibrina
que se forma en el codgulo [23]. La presencia de
fibroblastos en el tejido examinado, como con-
secuencia de una probable migracién hacia éste
[24], permite inferir que la fibrina pudo ser rem-
plazada por colégeno, producida por estas células,
siendo observado a los 10 dias del tratamiento
como fibras de coldgeno en la dermis superficial y
profunda, las cuales pudieron tener considerable
impacto en el proceso de reepitelizacion.
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En dias mas avanzado del proceso de cicatri-
zacion de las heridas, se registrd la disminucién
de fibroblastos en el grupo TL, hecho que sirvié
para marecar el final de la fase de proliferacion y
el comienzo de la etapa de maduracién. Por el
contrario, en esta misma etapa de la cicatriza-
cién, el grupo Antb mostré neovascularizacidn,
haciéndose presente un tejido de granulacién y
escasas células inflamatorias, suceso que sefial6
el predominio de la fase proliferativa en las he-
ridas de los especimenes de este grupo. La situa-
ci6n descrita, en general, indica que las etapas
en el proceso de cicatrizacion de las heridas se
produjeron primero en los animales del grupo
TL, comparadas con los del Antb, en la cual los
periodos de proliferacién y maduracién practi-
camente se iniciaron cuando los ejemplares del
grupo anterior finalizaron dichos eventos. Por
el contrario, en el grupo control estas etapas,
ademas de la inflamatoria, estuvieron alteradas
y el tiempo en ellas fue mucho mayor.

La cantidad de células y sus estructuras aso-
ciadas, analizadas en conjunto (ver figuras 8a a
8f), observadas en las muestras histoldgicas to-
madas de las heridas, a partir de los especimenes
de los grupos experimentales en los diferentes
tiempos, permite inferir que la funcién desarro-
llada por éstas, en el proceso de cicatrizacién,
estuvo también relacionada con las diferentes
fases de dicho proceso y con la accién quimio-
tactica ejercida por la secrecién de las larvas en
el gurpo TL. Asi, por ejemplo, los histiocitos
presentaron en los primeros dias (0-5) el mayor
ntmero de estas células en el TL (ver figura 8b),
comparado con los otros dos grupos, mostran-
do diferencias estadisticamente significativas.
Sin embargo, en los dias siguientes (5-10) el
nimero de estas células bajé drdsticamente
en el TL, mientras que en el Antb aumentd de
manera sustancial. En los dias siguientes (10-



15) se produjo un nuevo ciclo de aumento de
histiocitos en el TL para, finalmente, reducirse
el nimero de dichas células entre los dias 15 y
20. Este comportamiento de los histiocitos en
el grupo TL podria ser explicado teniendo en
cuenta la respuesta inicial rapida que ejercieron
dichas células frente a la infeccién bacteriana;
pero, de igual manera, pudo haberse potenciado
dicho efecto por la presencia de las secreciones
larvales al actuar como agentes quimiotacticos
estimulantes de la migracion celular al sitio de
la lesién. En este sentido, cobra validez y son
concordantes con esta funcién los hallazgos de
Horobin en 2003 [25] y Chambers y Woodrow
en 2002 [26], quienes reportaron en las secrecio-
nes de las larvas la presencia de citoquinas, que
cumplen propiedades quimiotacticas para atraer
leucocitos que se encuentran en la circulacién
sanguinea hacia el drea de la herida. La dismi-
nucién posterior en el ndmero de histiocitos en
el grupo TL pudo deberse a que habia cesado el
estimulo por ausencia de infeccién y las células

que quedaron tuvieron un papel menor en el
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