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RESUMEN

Para los tratamientos alternativos de heridas crénicas, de dificil cicatrizacion, se emplean
larvas de diptero Lucilia sericata (Meigen, 1826), las cuales son eficaces en procesos de
terapia larval. La accion de las larvas se desarrolla con base en tres mecanismos
fisioldgicos diferentes: debridacién, eliminacion de bacterias y estimulacion del tejido de
granulacién. Esta mosca es de distribucion cosmopolita y es considerada la més eficaz. Sin
embargo, en ocasiones resulta dificil conseguir muestras de la mosca, principalmente en
épocas de lluvias. Se ha reportado el uso de otros insectos necrofagos pero no han igualado
la eficacia de L. sericata. En razon a lo anterior, se requiere continuar estudiando nuevas
especies que puedan ser similares y/o superiores en sus mecanismos de accion a la mosca
seflalada. Esta especie se ha registrado como primer colonizador de cuerpos en
descomposicion en la Sabana de Bogota y no se ha reportado como potencial generador de
miasis facultativa, entiéndase como la contaminacion ocasional con larvas en heridas

preexistentes.

Para evaluar los efectos de Sarconesiopsis magellanica (Le Guillou, 1842) de manera
integral se siguieron diferentes metodologias tanto in vivo como in vitro.

In vivo: Para evaluar cicatrizacion se indujo Diabetes y luego heridas en el dorso a 12
conejos, que fueron divididos en 4 grupos, los dos primeros se trataron con terapia larval
derivada de S. magellanica y L. sericata, el tercero con antibiético y el cuarto como
control. Antes de los tratamientos, las heridas se infectaron con P. aeruginosa y S. aureus.
Ademas, antes y durante los tratamientos se tomaron biopsias de las heridas para analisis
histopatoldgicos. La evaluacion macroscopica de las heridas se valoro con la escala PUSH,
Wollina 'y DPI.

In vitro: Se determind la accion antibacterial de S. magellanica, mediante ensayos
turbidométricos y de crecimiento en agar utilizando Staphyloccocus aureus y Pseudomonas
aeruginosa. Se comparo este efecto con las excreciones y secreciones (ES) obtenidas de L.

sericata, y se evalu0 su accion en diferentes concentraciones de ES.
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En el modelo in vivo, se encontrd disminucion bacteriana luego de aplicar los tratamientos
con terapia larval y antibiotico, de igual forma el debridamiento de la herida fue més agil
con los tratamientos larvales en comparacién con los controles; sin embargo, el tiempo de
cierre de la herida fue aproximadamente de 23 dias en los tratamientos, con ligeras
diferencias entre los grupos. Las heridas tratadas con larvas, avanzaron mas rapido hacia la
proliferacion celular, observandose presencia de fibroblastos y células epiteliales, sin
encontrar diferencias entre las especies de mosca evaluadas.

Los resultados de los métodos de turbidimetria y dilucion en agar, mostraron que las ES
tanto de L. sericata como de S. magellanica tienen actividad antimicrobiana frente a las
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas encontrando diferencias entre las especies
evaluadas, indicando que S. magellanica puede ser méas eficiente en la inhibicion de
bacterias, tanto Gram-negativas como Gram-positivas, que L. sericata. Adicionalmente,
estas ES no mostraron efectos citotoxicos en una linea celular de fibroblastos. Estos
resultados tendran implicaciones en estudios aplicados de terapia larval con S. magellanica,
al establecerse que las interacciones entre ES larvales y las bacterias es el mecanismo mas
importante empleado en la desinfeccion.

Este estudio valido la larvaterapia con S. magellanica como alternativa para el tratamiento
y cicatrizacion de heridas cronicas evidenciando resultados positivos tanto a nivel

microbiolégico como in vivo.

Palabras clave: Sarconesiopsis magellanica, terapia larval, actividad antibacterial,

debridacion, heridas cronicas.
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ABSTRACT

Maggots from Lucilia sericata (Meigen, 1826) are used as alternative treatment for chronic
wounds from healing. Maggots from L. sericata are effective in maggot therapy processes.
The maggot action is based on three different physiological mechanisms: debridement,
removal of bacteria and stimulation of granulation tissue. This fly is cosmopolitan in
distribution and is considered the most effective during maggot therapy. However,
sometimes is difficult to get samples of the fly, especially during the rainy season.
Although others necrophagous insects have been used for treating wounds, these species

have not achieved the efficacy of L. sericata.

Taking into account the above mentioned, it is necessary to continue studying new species
that may be similar and/or higher in their mechanisms of action at the appointed fly. Given
the particular conditions of Colombia, regarding to its rich biodiversity, where the presence
of several genera of Calliphoridae family have been registered, we are proposing the
species Sarconesiopsis magellanica, to be fully evaluated for these purposes. This species
has been recorded as the first colonizer of decomposing bodies in the Sabana de Bogota,
with high population densities throughout the year and potentially facultative myiasis
generator, understood as the occasional contamination with larvae in preexisting wounds
(Derraik et al 2010).

In order to assess the effects of Sarconesiopsis magellanica (Le Guillou, 1842)
comprehensively different methodologies both in vivo and in vitro were followed.

In vivo: To evaluate wound healing, diabetes was induced, followed of back wounds in 12
rabbits, which were divided into 4 groups, the first two groups were treated with therapy
using maggots from S. magellanica or L. sericata, the third group was treated with
antibiotic and the fourth group was the control group. Before treatment, the wounds were
infected with P. aeruginosa and S. aureus. In addition, before and during treatment biopsies
of the wounds for histopathologic analysis were taken. PUSH, Wollina and DPI scale were

used in order to assess macroscopic evaluation of the wounds.
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In vitro: S. magellanica antibacterial action was established by turbidimetry and agar
growth assays using Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. This effect was
compared with the excretions and secretions (ES) obtained from L. sericata, and its action

was evaluated at different concentrations of ES.

In the in vivo model, bacterial reduction after maggot therapy and antibiotic treatments was
observed, in the same way, wound debridement was faster using maggot therapy compared
with controls. The time of wound healing was 23 days approximately in the treatments,
with slight differences between groups. Wounds treated with larvae moved faster towards
cell proliferation, showing the presence of fibroblasts and epithelial cells, with out
differences between the fly species evaluated.

The results from the turbidimetry assays and agar dilution showed that ES from L. sericata
and S. magellanica have antimicrobial activity against Gram-positive and Gram-negative
bacteria, However, our results suggest that S. magellanica may be more efficient in the
inhibition of bacteria, Gram-negative and Gram-positive than L. sericata. Additionally, the
ES did not show cytotoxic effects in a fibroblasts cell line. These results will have
implications for applied studies of maggot therapy with S. magellanica, by providing that
the interaction between ES larval and bacteria is the most important mechanisms used for
the disinfection.

This study validated the maggot therapy with S. magellanica as an alternative for treatment

and healing of chronic wounds, showing positive results in vivo and in vitro.

Keywords: Sarconesiopsis magellanica, maggot therapy, antibacterial activity,

debridement, chronic wounds.

14



1. INTRODUCCION

La mayor parte de las Ulceras de “Pie Diabético” son desencadenadas por trauma, estas
heridas se caracterizan porque facilmente evolucionan a heridas cronicas, que presentan
dificil curacion debido a factores extrinsecos tales como: trauma repetitivo, isquemia e
infeccion; asi como a factores intrinsecos, tales como produccion anormal de factores de
crecimiento y matriz extracelular, de igual forma una reducida actividad de fibroblastos
(Loots et al 1998). Otras heridas cronicas de dificil cicatrizacidn corresponden a las ulceras
varicosas y Ulceras por presion. Usualmente, las heridas cronicas son tratadas mediante el
desbridamiento mecénico mediante cirugia y tratamientos enzimaticos, sin embargo, estas
técnicas presentan serias desventajas tales como dolor, necesidad de anestesia y dafio
mecanico del tejido sano (Zarchi & Jemec 2012). Estas heridas representan un problema de
importancia en Salud Publica a nivel mundial. Por ejemplo, en Inglaterra se estima un gasto
anual de 1 billén de libras esterlinas en gastos por parte del Servicio Nacional de Salud
(NAO, 2004), y a nivel mundial los costos en los tratamientos anuales podrian estar en el
orden de los 7000 millones de dolares. La prevalencia de ulceras de pie diabético se estima

alrededor del 5-7% y de estas el 15% finalizan en amputacion (Thomas, 2006).

La terapia larval es el uso de larvas de mosca para tratar heridas de dificil curacion, es
también conocida como larvaterapia, biocirugia o terapia de debridamiento con larvas. Esta
terapia es una opcién natural, efectiva y econémica. Un estudio realizada en el Reino
Unido mostré ventajas economicas de los tratamientos con bioterapia, indicando que el
costo promedio del tratamiento de Ulceras necréticas por medio de terapias convencionales
fue de 136,23 libras en comparacion al tratamiento con terapia larval que fue de 78,64
libras (Wayman et al 2001). Esta reduccion en costos ha sido atribuida a la menor

necesidad de desbridamiento gracias a la accion efectiva de las larvas (Chan et al 2007).

De manera general, la especie de mosca L. sericata es la mas ampliamente usada para este
fin. La accion de las larvas se desarrolla con base en tres mecanismos fisioldgicos:
debridacién, eliminacion de bacterias y estimulacion del tejido de granulacion. L. sericata

tiene una distribucion cosmopolita y es considerada la mas eficaz, tanto por los mecanismos
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de accidn que efecttan sus larvas en las heridas como también por el facil manejo en la cria
y mantenimiento en condiciones de laboratorio. Pese a la amplia distribucion de esta
especie de mosca, en nuestro medio en muchas ocasiones resulta dificil conseguir muestras
de la mosca en la naturaleza, principalmente en épocas de lluvias (Segura et al 2011). Se ha
reportado el uso de otras especies necréfagas para los mismos propdsitos, pero no han
igualado la eficacia de L. sericata. En razon a lo anterior, se requiere continuar estudiando
nuevas especies de dipteros que puedan ser similares o superiores en sus mecanismos de
accion a L. sericata. Dada la alta biodiversidad colombiana, donde se registra la presencia
de varios géneros de la familia Calliphoridae, se propuso, a través de la presente
investigacion, el uso de Sarconesiopsis magellanica, para ser integralmente evaluada como
una especie alternativa para la terapia larval. Esta especie se ha registrado como primer
colonizador de cuerpos en descomposicién en la Sabana de Bogota (Segura et al 2011), con
altas densidades poblacionales durante todo el afio y potencialmente generadores de miasis
facultativa (Pinilla et al 2012). Las larvas de S. magellanica alcanzan un mayor tamafio que
L. sericata y presentan una disposicion de espiculas similar a L. sericata (Florez y Wolff,
2009), dando cabida a una mayor secrecion de ES potencialmente benéficas en actividad
antimicrobiana, asi como a una mayor estimulacion mecanica, debido a la remocién de
tejido necrdtico en las heridas. Sin embargo, a pesar de estos posibles beneficios, aun no
existen reportes a nivel mundial para esta especie. Este conocimiento podria ayudar a la
comunidad médica y cientifica a solucionar en un menor tiempo, problemas de heridas

crénicas de dificil curacion.

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo del presente estudio, fue evaluar mediante
observaciones macroscépicas, histopatologia y el seguimiento de la evolucion y curacién de
las heridas el efecto de larvas de S. magellanica en la curacion de heridas inducidas
quirdrgicamente en conejos diabéticos y comparar la efectividad de esta nueva especie con
la especie L. sericata, asi mismo, evaluar su accion antibacterial in vitro frente a bacterias

comunmente encontradas en heridas de este tipo.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Biocirugia
La utilizacion de las larvas de insectos, y en especial dipteros, en el manejo y
curacion de heridas ha sido una técnica practicada desde varios siglos atras. Sus
efectos benéficos han sido reportados en libros como la Biblia (Job 7:5) y el Hortus
sanitus, manual médico publicado en Maguncia, Alemania, en 1491 (Dunbar,
1944). Otros datos encontrados sobre el uso de la biocirugia como técnica para el
tratamiento de heridas datan de la Guerra Civil en Estados Unidos, donde se
describen infestaciones oportunistas por larvas de moscas que ayudaban a limpiar

las heridas e impedir su contaminacion (Chernin, 1986).

Sin embargo, hace casi 70 afios, el verdadero pionero de la biocirugia William Baer,
cirujano y ortopedista Norteamericano observo los beneficios de las larvas en
heridas traumaticas, durante la Primera Guerra Mundial cuando comenzd a
utilizarlas durante su practica. Baer estudié sus efectos en 89 pacientes con
osteomielitis cronica reportando resultados positivos en un 90%, dado que las larvas
utilizadas por Baer no estaban esterilizadas, algunos de sus pacientes llegaron a
infectarse con Clostridium tetani. Por otro lado, este suceso hizo que en los
siguientes afios se dedicara a desarrollar un método eficaz para producir larvas
estériles (Baer, 1931). Hacia los afios cuarenta, la introduccion de los antibiéticos
como las sulfonamidas y la penicilina en el manejo y cuidado de las heridas tuvo un
efecto dramatico en la terapia de debridamiento de heridas infectadas por medio de
larvas de mosca, al desaparecer esta técnica casi por completo (Baer, 1931; Stewart
1934; Thomas et al., 1996).

Durante los afios ochenta, el uso de la terapia larval fue retomado por Ronald
Sherman, médico y profesor de la Universidad de California, quien empezo a
utilizar esta técnica en el tratamiento de Ulceras generadas por presion y heridas

cronicas, motivado por la escasa eficacia de los tratamientos convencionales sobre
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este tipo de lesiones (Sherman et al., 1993). En 1995 la Unidad de Investigacion en
Biocirugia del Sur de Gales comenzd a producir larvas estériles de la mosca L.
sericata, escogiendo esta especie por varias razones entre las cuales encontramos su
préspero uso en el cuidado de heridas, el cual ya habia sido descrito y documentado,
siendo su uso seguro en humanos, ademas de producir potentes enzimas
proteoliticas, las cuales degradan el tejido muerto y son inofensivas en contacto con
tejido sano, sin dejar a un lado su accién bactericida (Jones & Thomas, 2000).

En la actualidad se ha popularizado de tal manera la terapia de debridamiento larval
que algunas compaiiias y laboratorios han dedicado un espacio a la produccién de
larvas estériles de la mosca L. sericata. Hoy en dia, la biocirugia por medio de
larvas es de uso habitual en paises como Israel, Alemania, Suiza, Suecia, Australia,
Ucrania, Tailandia, Canada, México y Brasil (Mumcuoglu et al., 1998; Sherman &
Pechter, 1988).

2.2 Mecanismo de accion de la Terapia larval

La terapia larval es un método natural simple, seguro y altamente exitoso para la
curacion de Ulceras o lesiones crénicas, se consideran como tal aquellas heridas que
son producto de una enfermedad sistémica (diabetes, problemas de circulacion
sanguinea) o aquellas que se perpetdan por mas de 8 semanas sin avanzar hacia el
proceso de cicatrizacion (Cacicedo et al., 2011); su accién esta cientificamente
comprobada a través de tres funciones primordiales: limpieza del tejido necroético,
eliminacién de bacterias y microorganismos, asi como la estimulacién en el
crecimiento del tejido de granulacion (Church, 1996; Thomas et al., 1999; Sherman
et al., 2000; Mumcuoglu, 2001; Wolff & Hansson, 2005; Spilsbury et al., 2008).

Se ha podido demostrar que cuando la larva se encuentra con su extremo cefalico en
contacto con la herida, ésta puede disolver rapidamente el tejido necrético como
resultado de la secrecion y excrecion colectiva de enzimas proteoliticas. Estas

enzimas incluyen colagenasa y otras enzimas que poseen la misma actividad de la
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tripsina, leucinaminopeptidasa y carboxipeptidasas A y B. Las enzimas digieren la
matriz extracelular e incrementan el grado de oxigenacion tisular de manera que el
tejido necrdtico es eliminado. Las larvas son en efecto fabricas quimicas vivientes.
Ellas se mueven sobre la superficie de la lesion secretando una mezcla de enzimas
proteoliticas que disuelven el tejido muerto para que posteriormente este liquido sea
succionado e ingerido (Jones & Thomas, 2000). Los productos de las ES larvales
incluyen entre el complejo de enzimas proteoliticas las proteasas (Young et al.,
1996). Se han identificado que alguna de estas proteasas son las serin-proteasas y se
han encontrado en especies tales como L. cuprina, Stomoxys calcitrans,
Hypoderma lineatum y Haematobia irritans. De igual forma se han identificado
serin- proteasas que se han encontrado en los fluidos de las heridas que son tratadas
con terapia larval, sugiriendo que estas son liberadas durante el debridamiento
(Schmidtchen et al., 2003).

Una vez el tejido necrdtico ha sido enziméaticamente licuado, la larva ingiere y
digiere la "sopa" resultante. Esta accién implica que cualquier bacteria y
posiblemente otros microorganismos presentes sean subsecuentemente lisados
cuando pasan por el tracto digestivo de la larva. La actividad antibacteriana parece
estar mediada por varios componentes entre los cuales se encuentra un comensal del
intestino de la larva Proteus mirabilis y el cual secreta dos agentes con actividad
antibacterial, identificados como &cido fenilacético y fenilacetaldehido con
particular accion en el pH bajo del intestino (Sherman & Wyle, 2000; Nigam et al.,
2006).

Otros mecanismos de accion antibacterial utilizados por las larvas, son la excrecion
de bicarbonato de amonio y sus derivados al ambiente (herida), neutralizando el
exudado &cido producido por la inflamacion de la herida o la lesion, elevando asi el
pH por encima de 7 y por ende reduciendo la colonizacién de bacterias (Mecer &
Mcclellan, 1935). El carbonato de calcio también encontrado en las excreciones de
la larva estimula la fagocitosis gracias a los iones de calcio facilitando el proceso de

cicatrizacién en heridas infectadas. Las sustancias identificadas en la secrecion
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larval son: alantoina, urea, carbonato de calcio, amonio, enzimas (tripsina,
quimiotripsinas, leuciaminopeptidasas, carboxipeptidasas A y B, proteasas sericas,

colagenasa).

Las teorias iniciales, sobre el efecto de las larvas en las heridas, resaltaban la accion
fisica de las larvas, a través de sus movimientos de rastreo en la lesion, estimulando
la aparicion del tejido de granulacion y avanzando en el proceso de curacion
(Buchman & Blair, 1932). Este criterio fue también, mas tarde, apoyado por la
observacién de que las larvas mejoraban la oxigenacion del tejido en heridas
cronicas (Wollina 2002). Ademas, desde hace mucho tiempo, cientificos sugirieron
que la accién de algunas sustancias excretadas por L. sericata como alantoina (2,5-
Dioxo-4-imadazolidinil Grea) o bicarbonato de amonio (Robinson, 1935; 1940)
podrian ser los responsables del crecimiento de tejido de granulacion. En efecto,
Robinson (1935), usando estas sustancias en las heridas demostré estimulacién en el
crecimiento local del tejido de granulacion.

Relativamente en fecha mas reciente, Prete (1997), encontrd que las secreciones
alimentarias y la hemolinfa de L. sericata al actuar sobre tejidos de fibroblastos
humanos estimulaban la proliferacion celular. Ademas, este autor pudo observar que
en presencia del epidermal growth factor, los extractos de las larvas causaban un
crecimiento significativo de los fibroblastos. Otros investigadores han sefialado que
la proliferacion de los fibroblastos es sélo un aspecto de la formacion del tejido de
granulacion, y al parecer mecanismos adicionales pueden estar involucrados. Asi
por ejemplo, Chambers et al. (2003), indicaron que cuando las larvas son
introducidas en heridas necréticas, ellas potencialmente influyen en los eventos de
la cicatrizacion de la herida con proteasas presentes en las excreciones y secreciones
las cuales estan involucradas en la remodelacion de los componentes de la matriz
extracelular. Estos autores sugieren que las proteinasas causan la lisis de fibrina de
la matriz extracelular, liberando factores proliferativos, tales como fragmentos de
fibronectina, que causan efectos favorables en la cicatrizacion de la herida. De igual

forma las metaloproteinasas presentes en las ES, estan envueltas en la degradacion
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de colageno para facilitar la remodelacion y migracion queratinocitica (Chambers
et al., 2003). Los anteriores investigadores creen que un particular tipo de enzimas
con actividad similar a la tripsina puede jugar un rol importante en el receptor

activador de la proteasa que media en la proliferacion de citoquinas en la herida.

Otra de las acciones, no menos importante en el proceso curativo de las lesiones con
terapia larval, es la accion quimiotaxica de varias sustancias que hacen parte de las
excreciones y secreciones larvales, que potencian el sistema inmune del paciente
mediante agentes proinflamatorios con la participacion de citoquinas especificas e
interferon gamma. Estas sustancias estimulan la vasodilatacion e incrementan la
permeabilidad  capilar ~ permitiendo la  extravasacion de  leucocitos
polimorfonucleares y macrdéfagos que se dirigen al sitio de la lesion (Mumcuoglu
2001, Horobin et al. 2003, Nigam et al. 2006), actuando contra los agentes
microbianos, promoviendo el tejido de granulacion y la cicatrizacion de las heridas.

Mas recientemente se ha reportado la presencia de glicosilasas en las ES de L.
sericata (Telford et al., 2012; Dumville et al., 2009), su efecto es conocido por
liberar de las proteinas, fracciones de azucar haciéndolas méas sensibles a la accion
de las proteasas (Grenier & Maryland 2001). En otros ensayos se han identificado
posibles glicosilasas en ES de larvas de primer estadio (ES1) (Altincicek &
Vilcinskas 2009, Andersen et al 2010). Adicionalmente Telford y colaboradores
(2012) han perfilado glicoproteinas presentes en heridas cronicas estableciendo el
efecto de la terapia larval ex vivo, determinando la naturaleza de estas glicosilasas y
sus efectos en escaras no tratadas con larvas y con glicosilasas purificadas de ES1,
sugiriendo un papel en la esterilizacion de las heridas por interferencia con las
paredes celulares de las bacterias y reduciendo la eficacia de algunos factores de

virulencia.
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2.3 Estado del arte
Actualmente, el uso de la terapia larval se ha venido incrementado en muchos paises
del mundo, incluida Colombia (Tellez et al., 2012; Wolf et al., 2010; Rey et al.,
2008), al establecerse como una tecnologia sencilla, rapida y efectiva en el
tratamiento de lesiones cutaneas (Stoddard et al., 1995; Sherman, 1997; Thomas et
al., 1999; Kerridge et al., 2005; Tellez et al., 2012). Los efectos benéficos de las
larvas sobre las heridas se producen debido a la accion de varias sustancias que ellas
secretan y excretan, participando en tres mecanismos fisiologicos diferentes:
debridamiento, actividad antimicrobiana y estimulacién del tejido de granulacion, la
articulacion de todo el proceso conduce finalmente a la cura y cicatrizacion de las
lesiones cuténeas (Parnés & Lagan 2007). La aplicacion de la terapia larval esta
indicada para heridas que contienen membranas adherentes o con tejido necrotico,
que estan clinicamente infectadas y no responden a los tratamientos

antimicrobianos.

Se ha demostrado la efectividad antibacterial mediante evaluacion in vitro de ciertas
sustancias principalmente péptidos de bajo peso molecular, catidnicos, que cumplen
esta funcion en las excreciones y secreciones larvales (Bexfield et al., 2004; 2008;
Kerridge et al., 2005; Huberman et al., 2007), contra bacterias Gram-negativas y
Gram-positivas, tales como Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Micrococcus luteus y Pseudomonas aeruginosa (Kerridge et al., 2005; Huberman et
al., 2007). Nuestro grupo de investigacion (Rey et al., 2008), en un trabajo de
evaluacion de la terapia larval en el proceso de curacion de heridas infectadas con
P. aeruginosa en conejos, pudo también demostrar la accion bactericida de larvas de
L. sericata, evidenciado en la reduccion del crecimiento de colonias bacterianas
observadas en pruebas microbioldgicas, siendo controladas y erradicadas de las
lesiones en un periodo menor de tiempo comparado con un tratamiento paralelo con
antibidtico (gentamicina) en el modelo animal seleccionado. Ademas, en el trabajo
sefialado, se pudo también concluir que el proceso de curacion fue de mejor calidad

y menor duracién, 10 dias, para el grupo de tratamiento larval, comparado con el
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tratamiento convencional con antibidtico que alcanz6 en la curacién el doble de

tiempo.

La adecuada seleccion de especies de moscas para uso en terapia larval es de suma
importancia, tanto en la determinacién de la seguridad para el paciente como en el
éxito del tratamiento. Es imperativo para seleccionar una especie que se alimente
casi exclusivamente de tejido necrotico. William Baer escogid las larvas de L.
sericata en razon a que es un parasito facultativo y no causa dafios a los tejidos
humanos sanos (Weil et al., 1933). De acuerdo con la experiencia anterior, se
selecciond en el presente proyecto la especie S. magellanica debido a que pertenece
a la familia Calliphoridae, no se ha registrado como generadora de miasis
obligatoria y se asume que puede ejercer esta accion en forma facultativa,
probablemente sus larvas se alimenten de tejido necrético de forma similar a L.
sericata. La abundancia poblacional de estas especies, principalmente demostrado
en S. magellanica en la Sabana de Bogota durante todo el afio, es otro factor que la
hace atractiva para su uso en terapia larval, en la perspectiva de que, ademas, pueda
ser facilmente colonizable en condiciones de laboratorio, lo cual indudablemente la
convertiria en modelo ideal para los propositos sefialados. Sin embargo, son
escasos, por no decir excepcionales, los trabajos adelantados con esta especie en
términos de su biologia, ecologia poblacional y aplicaciones en terapia larval, por

tales razones esta investigacion sera la pionera en la tematica propuesta.

2.4 Familia Calliphoridae
Segun datos morfologicos la familia Calliphoridae es un clado parafilético, o aun
polifilético (Pape et al., 2004) que pertenece a la superfamilia Oestroidea, contiene
cerca de 1000 especies descritas y se representa bien en todas las regiones
zoogeograficas (Smith, 1986; Byrd & Castner, 2001), de las cuales solo 126 se
encuentran en el Neotropico (Amorin et al., 2002) de acuerdo con James (1970),
Peris (1992) y Mello (2003) las subfamilias presentes en el Neotrdpico son:

Mesembrinellinae, Calliphorinae, Chrysomyinae, Toxotarsinae y Rhiniinae, esta
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ultima ausente en Colombia (Amat et al. 2008). La familia Calliphoridae, junto con
Sarcophagidae y Muscidae son empleadas cominmente en investigaciones medico-
legales, algunas especies de la familia Calliphoridae, tales como L. caesar,
Calliphora erythrocephala, C. vomitoria y L. sericata se han usado en el
tratamiento de heridas. Los factores bioldgicos que hacen que las larvas de la
familia Calliphoridae sean las mas convenientes incluyen: su rapido desarrollo
larval, la facilidad para criar estos insectos in vitro y para esterilizar sus huevos
permitiendo una eclosion viable (Sherman et al., 2000), ademas del hecho que las
larvas una vez presentes en las heridas, no invaden 6rganos internos. Dentro de esta
familia la especie L. sericata ha mostrado los mejores resultados (Tarshis, 1938).
Desde la Primera Guerra Mundial, larvas de L. sericata son empleadas en el
tratamiento de heridas crénicas para la remocion del tejido necrético (Byrd &
Castner, 2001; Sherman et al., 2000; Namias, 2000; Mumcuoglu et al., 1998;
Church, 1996; Livingston, 1936).

Los habitos de los califéridos, pueden variar de una subfamilia a otra (Vargas &
Wood, 1999), siendo individuos necréfagos en su mayoria, depredadores o
parasitoides de caracoles y lombrices de tierra (Amat et al., 2004), moscas
sapréfagas y necrobiont6fagas, algunas de sus especies se vinculan a los habitats
humanos (eusinantropicas -enddfilas y exofilas-). La estimacion de la sinantropia
establece qué especies pueden tener importancia sanitaria y ademas permite conocer
aquellas que se vinculan mas con ambientes naturales (asinantrdpicas)
constituyendo su ausencia un indicador de perturbaciones antrépicas sobre aquellos
(Centeno, 2002). Estas moscas al igual que muchos otros organismos, se ven
particularmente influenciadas por la dinamica antrdpica, algunas de ellas incluso
coexisten y tienen cierto grado de dependencia con el ser humano y el ambiente
generado por éste, por tal motivo, se les ha denominado de manera genérica como
sinantrépicas (Martinez, 2004), esto debido al alto grado de asociacion con el
hombre, al alimentarse y desarrollarse a partir de excretas, basura, materiales en
descomposicion y cadaveres de diversos tipos de animales (Roa & Linhares, 2002;

Torruella, 1995; Daly et al., 1998). Representan, ademas, de su relevante papel
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ecologico como descomponedores, importancia en el campo médico, veterinario,
economico y forense (Roa & Linhares, 2002). Su importancia médica y sanitaria
radica basicamente por ser agentes de dispersibn mecanica de patdgenos
procedentes de fuentes de infeccion hacia productos de consumo humano o animal,
también las larvas de algunas especies pueden causar miasis en mamiferos
principalmente en el ganado ovino causando apreciables dafios econdmicos (Amat
et al., 2008; Stevens & Wall, 1996).

A la familia Calliphoridae se le reconoce morfolégicamente, por ser moscas
robustas de tamafio mediano, se encuentran entre un rango de 6 a 14 mm de
longitud, generalmente presentan coloraciones metalizadas, verde, azul, cobrizo u
oscuras con pruinosidad en el térax y/o abdomen (Byrd & Castner, 2001), aunque

algunas especies pueden ser opacas (Amat et al., 2008).

Las larvas de la familia Calliphoridae presentan tres estadios que difieren entre si
por el grado de desarrollo de los espiraculos posteriores y de su aparato bucal. A su
vez, el tercer estadio se divide en dos. El primero de estos es el estado alimentario,
en donde la larva se alimenta de forma voraz, alcanzando sus maximos tamafios.
Después de esto, la larva deja de alimentarse alejandose del recurso y empieza a
utilizar el contenido alimenticio que le resta en su intestino hasta que este deja de
ser visible, esta etapa se conoce como la fase de prepupa. A partir de este instante el
color de la larva cambia de traslicida a opaca, por la presencia de cuerpos grasos, y
las caracteristicas internas se tornan oscuras, la larva empieza encogiendo su tamafio
preparandose para la pupacion (Anderson, 2000). Pueden ser acéfalas o
hemicefalas, apodas o con pseudopatas, el cuerpo es generalmente alargado y la
segmentacion es evidente. Las larvas se desarrollan en cadaveres, excrementos,

tejido sano del hombre y de animales domesticos (Zumbado, 1999).
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2.5 Aspectos taxonomicos de S. magellanica

La especie S. magellanica, la cual se propone en el presente proyecto para su
evaluacion y eventual uso en biocirugia, corresponde a la subfamilia Toxotarsine.
Su clasificacion taxonomica es la siguiente: Reino: Animalia. Phylum: Arthropoda.
Clase: Insecta. Orden: Diptera. Suborden Brachycera. Familia: Calliphoridae.
Subfamilia: Toxotarsinae. Genero: Sarconesiopsis. Especie: Sarconesiopsis
magellanica. Las sinonimias empleadas en esta especie son: Sarconesia
magellanica, y Sarconesiopsis chilensis. Esta especie ha sido reportada en
Argentina (Mariluis & Mulieri, 2003), Bolivia, Chile, Ecuador y Per (Pape et al.,
2004). Ademaés, fue descrita por Figueroa-Roa y Aricio Linhares (2002) en
Valdivia, Chile entre 1996-1997, como una especie asinantrdpica, ya que presentd
un indice de sinantropia de -6.3, (el indice de sinantropia varia de +100 a -100; el
primer valor representa el grado mas alto de asociacion con el hombre, mientras que
valores negativos muestran aversion al ambiente humano) indicando una baja
relacion con el hombre. Mariluis y Mulieri (2003) la describe como una especie de
altura, que se encuentra en zonas superiores a los 900 m.s.n.m. En Colombia, esta
distribuida en los departamentos de Boyaca y Cundinamarca (James, 1970). S.
magellanica fue reportada como primera especie colonizadora de cuerpos de cerdo
en descomposicion en Bogota DC, (biomodelo animal més parecido al ser humano)
(Goff, 2000) especificamente en un area urbana de la ciudad (Segura et al., 2009;
2005).

2.6 L. sericata en terapia larval
Las larvas de la mosca L. sericata (Diptera: Calliphoridae) son consideradas las mas
eficaces para ser empleadas en los tratamientos de terapia larval (Namias, 2000;
Huberman et al., 2007). Las caracteristicas bioldgicas y etoldgicas que hacen a las
larvas de L. sericata las mas convenientes para utilizar en biocirugia incluyen su
rapido desarrollo larval, la relativa facilidad para criar estos insectos en condiciones
de laboratorio y la continua disposicion para la toma de los huevos y su

esterilizacion. No obstante, lo mas relevante en el comportamiento biologico es la
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accion efectiva de las larvas al actuar como parasitos facultativos que se alimentan
solo del tejido necrético en las heridas, sin intervenir los tejidos vivos del
hospedero. Sin embargo, se han obtenido buenos resultados empleando larvas de
Lucilia caesar, Phormia regina, Calliphora erythrocephala, Cynomyia cadaverina
y mas recientemente Lucilia cuprina y L. eximia (Wolff et al., 2010) sin igualar a L.
sericata en su efectividad en tratamiento de terapia larval (Tarshis, 1938; Sherman
& Pechter, 1988; Paul et al., 2009). En el presente proyecto proponemos evaluar
para tratamientos de terapia larval a S. magellanica, en razon a que hace parte de la
familia Calliphoridae, partiendo, ademas, de la hipotesis de que es una especie que
ocasiona miasis facultativa sin intervenir tejidos sanos, que podria superar o igualar
la efectividad de L. sericata. Adicionalmente, podria tener facil manejo para criarse
y mantenerse en condiciones de laboratorio, lo cual la convertiria en la sustituta

ideal o complementaria de L. sericata.

2.7 Modelo de investigacion Conejo - Oryctolagus cuniculus.
Han sido varios los modelos animales utilizados para evaluar cicatrizacion, entre
estos encontramos cerdos, ratas, ratones, conejos (Davison, 1998), no obstante el
modelo que brinda mayor facilidad de manejo y permite la elaboracion de una
herida mayor que permita mejores observaciones, es el conejo; sin embargo, para
lograr la evaluacion del proceso de cicatrizacion en estos animales es necesario la
creacion de heridas cronicas que permitan la extrapolacion de datos utilizables en
pacientes con este tipo de heridas. Entre los métodos que se han evaluado para la
induccion de heridas cronicas en animales figuran la creacion de espacio muerto,
inmunosupresion de animales, infeccion, elaboracion de quemaduras por quimicos,
agua y metales, incluso se ha llegado a utilizar venenos de arafia (Davison, 1998),
otro método méas usado ha sido la induccion de diabetes quimica por diferentes
reactivos como Estreptozotocina, el cual es toxico en conejos y Alloxan (Rees &
Alcolado, 2005; Lenzen, 2008; Wang et al., 2010). Teniendo en cuenta estos
estudios el modelo escogido pertenece a Oryctolagus cuniculus de raza Nueva

Zelanda. Esta especie se caracteriza por alcanzar grandes tamarios, llegando a pesar
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hasta 6 kilos, su promedio de vida esta entre los 5 y 8 afios, o que es comparable a
15 afios humanos, teniendo en cuenta esta proporcion 'y conociendo que una herida
cronica en humanos es considerada como tal si perdura por mas de 6 semanas
(Wang et al., 2010), una herida de algunas semanas podra considerarse como
cronica en conejos. Entre las caracteristicas fisioldgicas de la especie, encontramos

las que se relacionan en la Tabla 1 (Hillyer & Quesenberry, 1997).

Tabla 1. Caracteristicas fisioldgicas del biomodelo Conejo - O. cuniculus.

Frecuencia cardiaca 180-300 lat/min
Frecuencia respiratoria 30-60 resp/min
Temperatura corporal 38.5-40 °C

Consumo de alimento/dia 50 g/kg
Consumo de agua/dia 15-50 ml/kg
Produccion diaria de orina 10-35 ml/kg
Peso adulto 1-6 kg
Peso cria 30-80 gr
Promedio de vida 5-8 afios

2.8 Heridas
Una herida es la pérdida de la continuidad del tejido (Hardy M 1989), esta situacion
permite la entrada de microorganismos que pueden llevar a la infeccion,
reconociéndola por enrojecimiento, hinchazon, dolor y calor. La herida provee el
ambiente necesario para la proliferacion de microorganismos que cominmente son
encontrados en la piel y los cuales normalmente son inofensivos, pero que se
pueden tornar patogénicos en la herida (Bowler, 1998). Entre las bacterias que con
frecuencia se encuentran en heridas estan las observadas en la Figura 1, siendo las

mas frecuentes S. aureus y P. aeruginosa (Jaklic et al., 2008).
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o Providentia rettgeri
o Porphyromonas sp.
n Peptostreptococcus asaccharolyticus
u Streptococcus pyogenes
o Stenotrophomonas maltophilia
@ Peptococcus sp.
o Peptostreptococcus sp.
o Morganella sp.
o Bacteroides fragilis
o a-haemolytic streptococcus
o Prevotella bivia
m Streptococcus agalactiae
401 » Candida albicans
m Proteus vulgaris
= Proteus mirabilis
» Serratia marcescens
o Kleb siella spp.
o Kleb siella pneumoniae
u Kleb siella oxytoca
201 = Group C streptococci
o Coagulase-negative staphylococci
s Group G streptococci

o Citrobacter freundii
u Citrobater koseri
o Diphtheroids

o Enterococcus faecalis
» Pseudomonas aeruginosa
o Staphylococcus aureus

601

Numero de cepas presentes en 33 heridas

Antes ' Después

Figura 1. Bacterias presentes en heridas antes y después de aplicacion de tratamiento
larval (modificado de Jaklic et al 2008).

2.8.1 Tipos de Heridas
Se conocen dos tipos de heridas que, clasificadas segun su tiempo de curacion, se
dividen en heridas agudas y crénicas. Las heridas agudas por su parte son aquellas
que surgen como resultado de quemaduras, cirugias o trauma y que evolucionan
hacia la curacion de forma ordenada (Nigam et al., 2006). A diferencia de estas, las
heridas crénicas aparecen debido a una condicion fisiopatoldgica, como una
insuficiencia vascular, o enfermedad de base; estas heridas crénicas pueden incluir
ulceras arteriales, venosas, por presion o diabéticas (Morgan & Nigam, 2013),
adicionalmente estas heridas no avanzan normalmente en el proceso de
cicatrizacion, permaneciendo infectadas en la etapa inflamatoria y presentando
inhibicion de la proliferacion celular, remodelacion de la matriz extracelular
incompleta, requiriendo asi, mayor tiempo de curacion el cual generalmente puede

ser superior a 6 semanas (Cacicedo et al., 2011; Nigam et al., 2006).

Estas heridas presentan inbalances en la presencia de citoquinas, proteasas y
diversos factores de crecimiento que dirigen y activan la llegada de las células

requeridas para la curacion normal, por lo cual en las heridas crénicas la fase
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inflamatoria se ve prolongada, intensificandose la presencia de proteasas
especificamente por las metaloproteasas de la matriz MMP vy la elastasa neutrofilica;
estas excesivas MMP degradan proteinas del tejido sano como la fibronectina por lo
cual las células tienen capacidad limitada de movimiento y proliferacion para
avanzar la curacion (Jeffcoate et al., 2004). Adicionalmente, la continua presencia
de endotoxinas bacterianas y detritus celular mantienen la inflamacion,
incrementando a su vez la presencia de neutrdfilos que a su vez secretan méas
citoquinas proinflamatorias (Lobmann et al., 2005). Todo esto conlleva a que para
lograr el cierre eficaz y el avance hacia el proceso de cicatrizacion de estas heridas,
se requieran estrategias que permitan un desbridamiento y desinfeccién efectivas
como el paso inicial para la curacion de las mismas (Morgan & Nigam, 2013).

2.9 Cicatrizacion
Una vez causada la lesion se activa el proceso de curacion. Para que una herida
avance hacia la cicatrizacion debe pasar por estas 3 etapas: inflamacion,
proliferacion y remodelacion (Morgan & Nigam, 2013).

Inflamacién: el proceso se activa con la formacion del codgulo a través de la
cascada de coagulacién, dando como resultado el coagulo de fibrina que atrapa
eritrocitos y plaquetas bloqueando asi el flujo sanguineo. Numerosos factores de
crecimiento liberados por las plaquetas atraen las células predominantes en la
curacion temprana, que incluyen linfocitos, granulocitos y macréfagos (Loots et al.,
2008). Luego de 6 horas de producida la lesion, se da la llegada de los neutr6filos
que son las primeras células en llegar a la herida, controlando la contaminacion y
retirando el detritus celular, seguidos de la llegada de los monocitos que al
diferenciarse en macréfagos y activados por linfocitos, promueven la fagocitosis
(Figura 2) (Lobmann et al., 2005).
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Figura 2. Fases de la cicatrizacion normal de heridas (modificado de Lobmann et al.,
2005).

A4

Tiempo desdela lesion

Luego de 2 a 3 dias, la fase siguiente, de proliferacion, se caracteriza por la
aparicion del tejido de granulacion. En esta etapa se da la fibroplasia y la
angiogenesis, en donde el tejido de granulacion es formado, compuesto de nuevos
vasos sanguineos (Jeffcoate et al., 2004). Las células mesenquimales ubicadas
alrededor de los vasos sanguineos, dan origen a los fibroblastos que inician la
migracion hacia la herida para comenzar su sintesis de colageno tipo 11, dandose
alli la acumulacion de fibroblastos. Gracias a la accion de las proteasas producidas
por las metaloproteasas de la matriz (MMP) se da la migracion de keratinocitos y se
inicia el proceso de epitelizacion. Adicionalmente, en la fase proliferativa también
se da la contraccién de la herida y la produccion de colageno (Hardy, 1989;
Jeffcoate et al., 2004).

Finalmente, a los 7 dias se inicia la fase de remodelacion, donde se presenta
disminucion de la densidad celular, remplazo de colageno tipo Il por tipo I, la
matriz provisional formada por fibrina y fibronectina es remplazada con
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proteoglicanos y se da la organizacion de las fibras de colageno, las cuales se tornan
de mayor grosor y resistencia, este proceso se puede extender hasta por un afio
(Villalba et al., 2008; Hardy, 1989; Lobmann et al., 2005).

2.10 Diabetes en heridas
La diabetes mellitus es una alteracion metabdlica caracterizada por la presencia de
hiperglucemia crdnica (Conget, 2002), en el caso de la diabetes tipo 1, surge como
resultado de una destruccion progresiva de las células beta del pancreas y en el caso
de la diabetes tipo 2, esta surge debido a un defecto en la produccién de insulina y
por una resistencia a la misma (Quan et al., 2001, ACA 2004). La hiperglicemia
resultante, desencadena en complicaciones microvasculares que afectan el cierre de
heridas (Brem & Tomic-Canic, 2007; Brownlee, 2001). Estas alteraciones, son
causadas por sobreproduccién mitocondrial de superoxidos (ROS) en las células
endoteliales de los vasos sanguineos, produciendo una angiogenesis defectuosa en
respuesta a la isquemia y activando numerosas vias que aumentan la expresion de
genes proinflamatorios (Brownlee 2001, Giacco & Brownlee 2010). Las heridas
diabéticas, se caracterizan por presentar un aumento en las células inflamatorias y

ausencia de tejido de granulacion sano (Brem et al. 2007).

La curacion en Ulceras diabéticas es inhibida por factores extrinsecos como la
isquemia y la infeccion e intrinsecos como el desequilibrio celular y de proteasas en
el tejido. La isquemia que normalmente se presenta en las heridas diabéticas impide
la curacién de las heridas al reducirse el suplemento de oxigeno y otros nutrientes
requeridos para la correcta cicatrizacion. Adicionalmente, estos problemas de
curacion son causados por enfermedades periféricas arteriales y neuropatia
periférica en donde los vasos sanguineos crecen mas estrechos, reduciendo la

circulacion de la sangre (Singer & Clark, 1999; Jeffcoate ., 2004).
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2.11 Diabetes inducida por Alloxan®
El Alloxan® causa la necrosis especifica de las células beta del pancreas, las cuales
son las encargadas de la produccion y liberacion de la insulina (Dunn et al. 1943).
El Alloxan® al igual que la glucosa, son compuestos hidrofilicos con formas
similares, esta similitud le permite al Alloxan®, ser transportado al citosol a través
del transportador de glucosa GLUT 2 de la membrana plasmaética de la célula beta,
en donde finalmente causa la necrosis celular, inducida por la formacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Lenzen, 2008; Gorus et al., 1982). Estos ROS causan
lesiones en el ADN celular activando la poli ADP- ribosa polimerasa encargada de
la muerte celular programada (Sun et al., 2010). Adicionalmente, el Alloxan®
reacciona con grupos thiol; la glucoquinasa es el grupo tiol mas sensible de la célula
beta, que al ser inhibida reduce la oxidacion de la glucosa y la generacién de ATP,
esto a su vez suprime la sefial que activa la secrecion de insulina generando asi, la

hiperglicemia observada en pacientes diabéticos (Lenzen, 2008).

Investigaciones en modelos animales diabéticos, inducidos por Alloxan®, han
permitido aproximaciones para el estudio de la curaciéon de heridas por distintas
metodologias, indicando que la curacion de heridas en conejos diabéticos, se ve
notablemente disminuida en comparacion con los controles normales (Breen et al.,
2008), Adicionalmente, se ha reportado que la administracion de Alloxan en
animales, produce varios efectos similares a los que se presentan en humanos (Quan
etal., 2001).
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3. OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar la especie S. magellanica (Le Guillou, 1842) en tratamientos de terapia larval

sobre heridas cronicas e infectadas, inducidas experimentalmente en un modelo animal

(conejos).

Obijetivos especificos:

1.

Identificar las caracteristicas macroscépicas del proceso de cicatrizacion de las
heridas mediante parametros internacionalmente aceptados tales como: DPI
(Debridment Performance Index), Wollina, 2002 y PUSH (Pressure Ulcer Scale
for Healing).

Evaluar el proceso de cicatrizacion en heridas cronicas e infectadas en conejos,
mediante pruebas dermohistopatoldgicas, usando terapia larval con S.

magellanica y comparar su efecto con L. sericata.
Comparar la accion antibacterial de las excreciones y secreciones larvales de S.

magellanica con larvas de L. sericata, en un modelo in vitro y evaluar su efecto

citotoxico.
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4. METODOLOGIA

4.1 Captura de especimenes adultos y mantenimiento de colonias de S. magellanica
Las formas adultas de S. magellanica fueron capturadas en campo en la parte
montafiosa del Parque Nacional (Bogotda DC) latitud: 4°2°28,81"" longitud:
74°06°09,84"". La colecta de los insectos se realizd de forma periddica en horas de la
mafana. Estos fueron colectados con jama entomoldgica y almacenados vivos en
frascos de vidrio para luego ser transportados al Laboratorio de Entomologia Médica y
Forense de la Universidad del Rosario. Los individuos se mantuvieron en jaulas Gerber
de 45x45x45cm, a una temperatura de 20-25°C; humedad relativa de 60-70% y 12
horas de fotoperiodicidad. Estos permanecieron con una solucion azucarada e higado de
cerdo para continuar el ciclo vital. EI material biolégico utilizado en este trabajo
provino de una colonia de S. magellanica previamente establecida (Pinilla et al., 2013).
Los huevos se colectaron a partir del sustrato alimenticio, posteriormente, se colocaron
en frascos de vidrio con nuevo sustrato alimenticio estéril y se cubrio la boca del frasco
con velos esterilizados. Una parte de las larvas se emplearon en el mantenimiento de la
colonia, otra se utilizé en el proceso de extraccion de las excreciones y secreciones
larvales para evaluar actividad antibacterial, y finalmente un nimero importante de

larvas se usaron periédicamente para los tratamientos de terapia larval.

4.2 Colonia L. sericata.
Los huevos y larvas de la especie L. sericata requeridos para los diversos ensayos, se
extrajeron de una colonia previamente establecida en el laboratorio de Entomologia
Médica y Forense de la Universidad del Rosario (Rueda et al., 2010). El
mantenimiento de la misma, se desarroll6 en jaulas Gerber de 45x45x45cm en las
mismas condiciones controladas de temperatura y humedad que S. magellanica. Para la
continuidad de los individuos, se suministro higado como sustrato para oviposicion y
alimento de las larvas. Una vez las larvas iniciaron la fase de prepupa se colocaron en
arena hasta la emergencia de los adultos y de esta forma dar continuidad al ciclo de

vida de la especie.
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4.3 Animales de Experimentacion
Para la evaluacion in vivo, como biomodelo experimental en los ensayos de terapia
larval, se emplearon 12 conejos Nueva Zelanda, machos de 70 dias, los cuales
permanecieron por 7 dias en cuarentena y acondicionamiento, estos a su vez fueron
divididos en 4 grupos de tres individuos cada uno: los dos primeros grupos fueron
tratados con larvas de L. sericata y S. magellanica, el grupo 3 se le administrd
antibidtico y el grupo 4 se establecié como control negativo ambiental. Todos los
animales permanecieron en un area previamente esterilizada en el Bioterio Central de la
Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional sede
Bogotd. Durante los experimentos los animales se mantuvieron separados en jaulas
acondicionadas con comida y agua “ad libitum”. Para el manejo de los animales antes,
durante y después de los procesos experimentales, se tuvo en cuenta la debida sedacién,
anestesia y analgesia. 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 Resolucion 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. Durante todo el proceso se midieron
diariamente los consumos de alimento y agua para verificar el buen estado de los
animales. Una vez finalizados los tratamientos los conejos se sacrificaron, mediante la
inyeccién de Euthanex® previa sedacion, al dia 23 de realizada la herida, y se les retiro

el pancreas para su respectivo analisis histopatoldgico.

4.4 Induccion de Diabetes.
Para lograr que todos los animales experimentales fueran susceptibles a desarrollar
heridas cronicas, una vez superada la cuarentena, se les indujo diabetes, mediante la
inoculacion via endovenosa de Alloxan® marca Sigma A7413 en dosis de 150 mg/kg,
segun el protocolo de Wang (Wang et al., 2010). Este promueve el dafio de las células
beta del pancreas y desencadena retraso en la cicatrizacién normal de las heridas. El
mismo dia de la inoculacion de la droga, se realizé seguimiento de los niveles de
glucosa en sangre (NGS) a los conejos, cada hora durante 12 horas, mediante la puncién

con lanceta en la vena marginal de la oreja y toma de una gota de sangre con el

36



glucémetro FastCheck®; en los casos en que se present6 hipoglucemia, por debajo de
70mg/dl, se suministro6 a cada animal 10ml de dextrosa via subcutdnea y 10ml de
glucosa oral hasta estabilizar los NGS por encima de 100mg/dl, segun el mismo
protocolo antes indicado. Para el manejo de la diabetes, se continuo monitoreando
diariamente la medida de glucosa y se aplicaron dosis diarias de insulina, acorde a los
NGS, cuando estos fueron mayores a 400mg/dl, asi: (1) NGS= 400-500 mg/dl
recibieron 2 U/kg, (2) NGS = 500-600 mg/dI recibieron 3U/Kkg, y (3) NGS > 600 mg/dI
recibieron 4 U/kg) (Wang et al., 2010), la insulina se manejo6 hasta el dia del sacrificio

de los animales de experimentacion.

4.5 Elaboracion de la herida.
La elaboracion de la herida se realizé 3 dias después de la induccion de la diabetes,
tomando este dia como el nimero 1 para las evaluaciones macroscopicas y tomas de
biopsia. A cada conejo se le efectud, previa sedacion y anestesia con Ketamina
30mg/kg y Xilacina 5mg/kg y luego de la correspondiente rasurada, una herida en el
dorso caudal a la cabeza de 4x4 cm?, mediante la cual se retiré una porcion de piel y el
paniculo adiposo subcuténeo. Al cuarto dia de elaborada la herida a los conejos, se
inoculd en ésta 2 ml de una suspension mixta de P. aeruginosa (ATCC 27853) y S.
aureus (ATCC 29213) en concentracién de 5x10° unidades formadoras de colonia
(CFU)/mL, con el proposito de generar la colonizacion bacteriana y promover la

cronicidad de las heridas.

4.6 Tratamientos en el modelo animal.
Previo a la aplicacion de los tratamientos, se prepard la herida cubriéndola con
Fixomull®, para facilitar la accién larval. Todos los tratamientos se iniciaron al dia 7
después de efectuada la herida. Para los grupos de tratamiento con terapia larval (1 al
2): sobre la herida de cada espécimen, y luego de aplicar sobre la lesion 5 larvas de
primer estadio por cm?, se cubrié ésta con un dispositivo rectangular de 1cm de grosor.
y encima se colocaron los apositos, teniendo el cuidado de posibilitar la difusion de
oxigeno hacia la herida. El vendaje se retir6 junto con las larvas a las 48 horas,
mediante lavados con solucion slaina, estas fueron sacrificadas y desechadas en

solucion de hipoclorito de sodio al 10%. Al grupo (3) se le administro el antibidtico
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ZooFloxin® tableta, dosificando 50mg cada 12 horas por 7 dias; este antibiotico estuvo
en dependencia del resultado que arrojé el antibiograma para las cepas bacterianas. Al
grupo control negativo (4) no se les aplicd ningln tratamiento larval.

4.7 Antibiograma.

Para la seleccion del antibiotico contra S. aureus se realizé la prueba de Kirby-Bauer, la
cual permiti6 evaluar los siguientes antibioticos: Clindamicina, Oxacillina,
Ciprofloxacina, Erythromycina, Vancomicina, Cephalothin y para P. aeruginosa se
evaluaron: Aztreonam, Ceftriaxone, Ciprofloxacina y Gentamicina (Louie & Cockerill,
2001). El antibiograma se efectud en agar Mueller- Hinton y se leyo el diametro del
halo de inhibicion (mm) para determinar, con las tablas de equivalencias
correspondientes a cada cepa, si hubo sensibilidad o resistencia frente a los antibioticos
probados, previa inoculacion con una suspension estandar de la bacteria
correspondiente a 10° microorganismos viables/ml de caldo. La escogencia del
antibidtico a trabajar, en el modelo animal y como control positivo para las pruebas
antimicrobianas de las ES, dependié del resultado que arrojé este ensayo, el cual se
desarroll6 de acuerdo con los procedimientos descritos por el Clinical Laboratory
Institute Standards (CLSI).

4.8 Desinfeccion de huevos de las dos especies de moscas necréfagas.
Los huevos de ambas especies, se les efectud por separado, un proceso de asepsia, que
se inicio al tomar grupos de 100 a 200 huevos colectados de las colonias. Los huevos
embrionados se sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio al 0.5%, con
agitacion continua durante 5 minutos, luego se pasaron por formaldehido al 5% durante
otros 5 min. Finalmente, se lavaron tres veces con agua estéril con antibidtico al 1%
(Penicilina y Estreptomicina) por 3 minutos. Los huevos desinfectados en su superficie
fueron transferidos a cajas de Petri estériles que contenian agar sangre en capa fina,
aqui ocurrid la eclosion de las larvas, previa incubacion de los huevos a 27°C por 18
horas, adicionalmente, se verifico la ausencia de bacterias en el agar, para corroborar la
esterilidad de las larvas. Estas larvas, correspondientes a cada una de las especies, se
aplicaron en los tratamientos de las heridas en los grupos de conejos 1 y 2 de acuerdo

con lo indicado anteriormente.
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4.9 Evaluacion macroscopica de las lesiones.
Al dia 7, antes de aplicar los tratamientos, se realiz0, para cada animal, una evaluacion
del estado de la lesion. Posteriormente se continuaron los seguimientos y evaluaciones
los dias 9, 13, 16, 20 y 23. Todas las imagenes se analizaron con el software ImageJ®,
delimitando el area de la herida. El porcentaje de reduccion en el tamafio de la misma se
calculo siguiendo la formula: Area inicial — Area final / Area inicial * 100 (Coelho et
al., 2013). Adicionalmente, las observaciones macroscépicas, se anotaron teniendo en
cuenta las escalas PUSH, DPI y Wollina 2002, para valorar la lesion en todas sus fases.
La escala PUSH (Pressure Ulcer Scale for Healing) evalué el tamafio, cantidad de

exudado y tipo de tejido en la herida, mediante el registro de puntajes de 0 a 10 de

acuerdo con la Figura 3 (www.npuap.org), y tomando como el mayor valor alcanzable
un puntaje de 17, indicativo del mal aspecto de la herida y como valor deseable los
valores cercanos a 0. Para la escala Wollina se tuvo en cuenta la presencia de edema,
cantidad de exudado, mal olor, inflamacion y tejido de granulacion, asignandoles
puntajes de O= ausente, 1= leve, 2= moderado y 3=abundante. Finalmente, para la
escala DPI (Debridment Performance Index), las variables que se tuvieron en cuenta
incluyeron la presencia de callo, aspecto de la piel circundante y tejido del lecho de la
herida, asignandose los valores siguientes: 1= ausente, 2= tejido no viable blanco/gris
y/o escara no adherida amarilla, 3= escara amarilla poco adherida, 4= escara negra

suave o adherida, 5= escara negra firmemente adherida.

0 1 2 3 4 5 Sub-score
LENGTH
X 0 <03 03-06 0.7-1.0 11-20 21-30
WIDTH
6 7 8 9 10

(in cm2)
31-40 41-80 81-120 | 121- 24.0 >24.0

EXUDATE o 1 2 3 Sub-score
e None Light Moderate Heavy
0o 1 2 3 4 Sub-score
TTISYSPUEE Epithelial Granulation Necrotic
Closed Tissue Tissue Slough Tissue

TOTAL SCORE

Figura 3. Pardmetros para medicion de variables segln las escala PUSH.
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4.10 Analisis dermohistopatoldgicos.
Se tomaron 3 biopsias de las lesiones en el tiempo, antes (dia 7) y después (dia 9) de los
tratamientos y al dia final 23. Las biopsias de piel de las lesiones, se tomaron previa
anestesia del &rea con 0,6ml de lidocaina intradérmica. Posteriormente, se realizaron
placas dermohistopatoldgicas de cada biopsia, las cuales fueron fijadas y luego
coloreadas con hematoxilina-eosina. Se desarrolld, en los analisis, un sistema de
puntuacion que incluyo el recuento de células inflamatorias en 10 campos elegidos al
azar a una magnificacion de 100x. Para verificar inflamacion cronica, se realizaron los
conteos de las células inflamatorias: heterofilos, histiocitos, linfocitos, y células
plasmaéticas, de igual forma se produjo un resultado general por lamina, discriminando
por cada una de las etapas de la cicatrizacion: inflamacion (presencia de células
inflamatorias), proliferacion (aparicion de fibroblastos), remodelacion (formacién de

fibras de colageno, lamina basal).

4.11 Analisis microbioldgico.
Cuando los animales presentaron signos de colonizacion bacteriana, ésta fue
confirmada mediante estudios microbiolégicos (Louie & Cockerill, 2001), asi: a las 48
horas se tomaron muestras de la secrecion de la herida infectada de cada animal con la
ayuda de hisopos estériles, luego se sembraron en agar sangre, finalmente se incubaron
a 37°C por 18 horas, este procedimiento se repiti6 al momento de retirar los
tratamientos larvales para verificar si se presentaba o no disminucion bacteriana.
También, se realizaron frotis directos, tomados de las lesiones, sobre laminas
portaobjetos desengrasadas, donde se fijaron, y posteriormente se realizd la tincion de
Gram. Este proceso finalizd con la observacion microscopica de las muestras. Después
de 2 dias de inoculados los animales con las bacterias, se iniciaron los respectivos

tratamientos, asignados a los grupos correspondientes (Rey et al., 2008).

4.12 Extraccion de las ES de ambas especies de mosca.
Para la evaluacion in vitro, las ES fueron colectadas de larvas de tercer estadio, de
acuerdo con el procedimiento descrito por Van der Plas et al., 2008. La identificacién
del estadio se realizd6 mediante la observacion y conteo de los espiraculos posteriores

larvales, tomando como tercer estadio la presencia de 3 espiraculos. Aproximadamente
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200 larvas fueron desinfectadas siguiendo el mismo procedimiento realizado para los
huevos. Luego del lavado en agua con antibiotico, fueron sumergidas en 0.5 ml de PBS
y se incubaron a 25°C por 1 hora. EI PBS con las ES larvales fue removido y
centrifugado por 10 minutos a 12500 g. En esta forma, se pudo conservar congelado a —
70°C hasta su utilizacion. Para ser usadas, las ES fueron diluidas en PBS para preparar
las diferentes concentraciones a ensayar: 800pug/ml en diluciones seriadas 1:2. Se llevo
a cabo la susceptibilidad de las cepas bacterianas a las ES larvales de S. magellanica
comparadas con L. sericata. La adicidon de las diferentes concentraciones de las ES
larvales se realizé sobre una solucion bacteriana a concentracion de 5 x10° UFC/mL de
acuerdo con los procedimientos descritos por el CLSI para evaluar susceptibilidad sobre
un inoculo final de 5x10° UFC/mI (Wiegand et al., 2008) y se sembré dicha mezcla en

medio de cultivo Mueller Hinton para verificar inhibicion de crecimiento bacteriano.

4.13 Cuantificacién de las ES por BCA.
Una vez extraidas las ES, se cuantificaron con el ensayo Pierce ®BCA Protein Assay
Kit 23225, siguiendo las instrucciones del fabricante. Este procedimiento se realiz6 para
llevar las diluciones a evaluar a las concentraciones especificadas (800, 400, 200, 100,
50, 25, 12.5 pg/ml).

4.14 Estandarizacion de curvas de crecimiento.
Se realizaron curvas de crecimiento para las cepas S. aureus (ATCC 29213) y P.
aeruginosa (ATCC 27853). Para la obtencion de colonias aisladas, las bacterias fueron
sembradas por agotamiento en medio de cultivo agar Mueller-Hinton, e incubadas toda
la noche a 37 °C. Posteriormente, se tomaron 4 colonias morfoldgicamente similares y
se inocularon en 5 mL de medio de cultivo LB a 37 °C en constante agitacion. Se
tomaron medidas de absorbancia en densidad dptica (OD) a 595 nm cada hora durante
14 h. Con estos resultados se conocio el tiempo en que las bacterias alcanzaron su fase
exponencial, estableciéendose asi el periodo de incubacion requerido para la elaboracion

de los posteriores ensayos antibacteriales.

4.15 CMI por difusion en agar.
Se adicionaron, por separado, 25 mL de las bacterias a evaluar a una concentracion de

5x10° UFC/mL, a 250 mL de medio Tripticasa de soya (TSB) bajo en nutrientes (0.03%
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TSB, 1% agarosa, 0.02% Tween 20), la mezcla se sirvio en cajas de Petri. Después de
solidificado el medio se realizaron pozos de 4mm de didmetro y se colocaron en cada
uno de ellos 10puL de las diferentes concentraciones de las ES a evaluar. Estas cajas
fueron incubadas a 37°C por 1 hora para permitir la difusion de las ES. Posteriormente,
se cubrio el medio con 10 mL de TSB nutritivo (6% TSB, 0.02% Tween 20 y 1%
agarosa) para posibilitar el crecimiento bacteriano y se incubé a 37°C durante 16 horas.
La concentracion minima inhibitoria se determin6 por medicion del diametro del halo
de inhibicion alrededor de cada pozo, este se expresd6 como Unidades de Actividad
(UA) siguiendo la relacion 0.1 mm = 1 UA (Lozano & Cuca 2008). Se utilizé
ciprofloxacina a una concentracion de 50 pug/ml y PBS sobre las bacterias, como control
positivo y negativo, respectivamente. Los ensayos se realizaron por triplicado.

4.16 Concentracion minima inhibitoria (CMI) por Turbidimetria.
Se evaluaron diluciones seriadas 1:2 de las ES, derivadas de las especies S. magellanica
y L. sericata, iniciando con un rango de concentracion de proteinas de 800 pug/mL hasta
12,5 pg/mL. Posteriormente, estas diluciones de las ES en un volumen de 150 pL se
colocaron en placas de 96 pozos, luego se adicionaron, por separado, 15 pL de cada una
de las cepas bacterianas a una concentracion de 5x106 UFC/mL. Las placas se
incubaron a 37 °C por 16 h y se determind la CMI, la cual correspondi6 a la menor
cantidad de concentracion de proteinas, a partir de las ES, que inhibié el crecimiento
bacteriano. Los ensayos se realizaron por triplicado. Como control positivo se utiliz6
Ciprofloxacina a una concentracion de 50 pg/ml sobre pozos conteniendo las bacterias

y como control negativo medio LB con las respectivas soluciones bacterianas.

4.17 Cinética bactericida de las ES.
La cinética bactericida se evalué utilizando la CMI encontrada para las dos bacterias
con las ES de las moscas evaluadas. En una caja de 96 pozos, se incubaron a 37°C 100
ul de las ES con 10pl de las cepas bacterianas 5x10° UFC/mL por separado, y se
realizaron lecturas de OD a 595 nm, durante 12 horas cada hora. De forma simultanea

se midieron las bacterias sin presencia de ES.
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4.18 Determinacion de las UFC con la CMI.
En una placa de 96 pozos se sembraron 20 pL de las CMI, establecidas por
turbidimetria y difusion en agar, con 2L de las cepas bacterianas seleccionadas a una
concentracion de 5x10° UFC/mL, posteriormente, esta placa fue llevada a incubacién a
37 °C; a partir de cada uno de los pozos se tomaron alicuotas de la mezcla CMI/bacteria
en diferentes tiempos de incubacion (0, 1, 2, 3 y 4 horas), se diluyeron serialmente para
hacer posible el conteo y luego se efectud la siembra uniforme en agar MH. El conteo
se realizd para determinar el nimero de UFC/mL. Finalmente, se incubé a 37 °C
durante 18 horas. Los ensayos se realizaron por triplicado. Como control positivo se

sembraron bacterias, similar al procedimiento anterior, pero en ausencia de ES.

4.19 Evaluacion citotoxica de las ES en la linea celular de fibroblastos MRC5.
La linea celular de fibroblastos MRC5 (células derivadas de pulmdn humano) se
mantuvieron en medio de cultivo RPMI y SFB al 10%, permanecieron en incubacion a
37°C en una atmosfera con 5% de CO,. Cuando las células alcanzaron el 80% de
confluencia, fueron lavadas con PBS y desprendidas con tripsina para ser transferidas a
otro frasco de cultivo y continuar asi su crecimiento en medio fresco. La citotoxicidad
fue evaluada en placas de 96 pozos, siguiendo el protocolo de MTT (3-(4, 5-
dimetiltiazol-2-yl)-2, 5-difenil tetrazolium bromide) (ATCC® 30-1010K, 2011). Para
registrar el nimero de células, éstas se tifieron con azul de tripan y se contaron en
camara de Neubauer. Se sembraron 20.000 células por pozo, y se incubaron a 37°C con
atmosfera de CO, por 18 horas. Luego de la adherencia celular, se adicionaron en pozos
separados y diferenciados 20ul de ES, disueltos en medio de cultivo, derivadas de
ambos tipos de moscas en las diferentes concentraciones a evaluar. Se tuvieron como
controles negativos pozos con concentracion toxica de DMSO y como control positivo
pozos con medio de cultivo, todos estos se incubaron a 37°C durante 48 horas. Luego
de la incubacion se adicion6 a cada pozo 50 pl de MTT (1mg/ml) y se incub6 por 4
horas. Posteriormente la solucién de MTT se removi6 y el sustrato fue disuelto en
150p! de DMSO. Finalmente, se midio la absorbancia, usando un lector de Elisa, a 570

nm. Se determino el porcentaje de viabilidad siguiendo la formula: % Viabilidad = DO
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células tratadas / DO células control x 100. Todos los ensayos se realizaron por

duplicado.

4.20 Andlisis estadistico.

La base de datos se construyé en Excel Version 2007, la depuracién y procesamiento de
los datos se realizé en el programa SPSS, Version 20.0 y Stata Version 11.1. Las
pruebas estadisticas se evaluaron a un nivel de significancia al 5% (p<0,05). Todos los
datos cuantitativos se analizaron inicialmente con estadistica descriptiva, y luego se
establecié normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilks (a0,05).

Para determinar si los tratamientos presentaban diferencias significativas, las
mediciones de area de la herida y las variables histol6gicas se analizaron mediante la
prueba estadistica de Kruskal-Wallis (00,05). Para determinar si los tratamientos por
actividad antibacterial presentaron diferencias, se aplicé estadistica no paramétrica, con

una regresion logistica ordenada en el programa Stata 11.1.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Induccion de diabetes
Las mediciones efectuadas para el control de glucosa, antes del procedimiento,
registraron valores promedios de 100,7 (£47) mg/dL. Los niveles de glucosa luego de la
inoculacion del Alloxan® estuvieron por encima de los 180 mg/dL, lo cual es
considerado como diabetes (Huralikuppi, 1991), estos niveles se mantuvieron hasta el
final del estudio (Figura 4).
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Figura 4.Hiperglicemia debida a la induccion de diabetes tipo | con Alloxan®. Los datos

representan el valor promedio + desviacion estandar (DS).

Los analisis anatomopatoldgicos mostraron alteraciones, evidenciandose disminucion de
los islotes de Langherhans y necrosis celular parcial del pancreas, en un estado

subclinico compatible con la vida (Figura 5)
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Figura 5. Histopatologia del pancreas sano (A) y diabético (B), que presenta

disminucion de islotes de Langerhans y menor nimero de células beta al interior de los

islotes.

5.2 Microbiol6gicos
Todos los antibidticos evaluados en el antibiograma presentaron halo de sensibilidad, sin
embargo se escogid la ciprofloxacina (CIP5) debido a sus facilidades para aplicacién
(oral), tiempo de dosificacion (cada 12 horas) y sensibilidad frente a las dos bacterias a

evaluar tanto in vitro como in vivo.

Tabla 2. Sensibilidad obtenida frente a los antibidticos probados con las bacterias S. aureus

y P. aeruginosa.

Halo .
L I Sensible (S) -
Antibiético | inhibicién )
Resistente (R)
(mm)
S. aureus
DA2 27 S
Oox1 21 S
CIP5 29 S
CF30 28 S
E15 27 S
VA30 18 S
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P. aeruginosa
CAZ30 30 S
ATM30 30 S
CRO30 27 S
CIP5 39 S
GM10 24 S

Los cultivos microbioldgicos, confirmaron la presencia bacteriana de P. aeruginosa y S.
aureus en todos los animales del estudio. De igual forma, el resultado de la evaluacién
de los frotis valido el estado de inflamacion e infeccion de las heridas, observandose la
presencia de macrdfagos y cocos Gram + y bacilos Gram —, antes de la aplicacion de los

tratamientos (Figura 6).

Figura 6. Frotis microbioldgico, se observan cocos Gram + y bacilos Gram —.

Luego de las 48 de aplicacién de los tratamientos, el analisis microbiolégico no mostrd
crecimiento de bacterias para los tratamientos de terapia larval (grupo 1 y 2); sin
embargo, si hubo un registro en el conteo bacteriano, correspondiente a 16500 UFC de

S. aureus y de 17000 UFC de P. aeruginosa para el grupo control negativo, en tanto que
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para el grupo antibidtico se observd disminucion bacteriana, estableciéndose un conteo
de 1900 UFC de S. aureus y de 2300 UFC de P. aeruginosa.

5.3 Macroscopicos
El tiempo de curacion de los grupos tratados con terapia larval fue mas corto, comparado
con los grupos antibiotico y control negativo. Al dia 9, luego de la aplicacion de los
tratamientos, se observéd que los primeros en aparecer tejido de granulacion fueron los
animales tratados con terapia larval, de igual forma sus heridas registraron mayor

debridacion y menor exudado (Figura 7).
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Figura 7. Superficie dorsal de las heridas de los conejos a los dias 7, 9 y 23 antes y luego
de la aplicacion con los distintos tratamientos: S terapia larval con Sarconesiopsis
magellanica, L terapia larval con Lucilia sericata, A antibi6tico, N control negativo.
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Hacia el dia 23 se observo en los animales tratados con terapia larval un area mayor, casi
completa de cicatrizacion de las heridas (95%), comparadas con el grupo de antibiético,
en tanto que el control negativo mantuvo adn abierta la herida. Las secuencias en los
dias de evaluacion de las heridas, correspondientes a los diferentes grupos en el proceso
de cicatrizacion, se observan en la Figura 7. La cicatrizacion de las heridas de los grupos
tratados con terapia larval no presentaron entre ellos, 1 y 2, diferencias significativas
(p=0,939) (Figura 8).

100 -

90 -

80 -
(5]
S S 50 ¥ Antibiotico
5 E 40 - ® Control -
é _z 30 - W L. sericata
% = 5 - W S. magellanica
5w il

O 1 T

Dias

Figura 8. Porcentaje de contraccion de las heridas por dia. Los datos representan el valor

promedio £DS.

De los resultados macroscopicos en el modelo diabético, los tratamientos con terapia
larval con S. magellanica y L. sericata mostraron mejores resultados comparado con los
grupos controles. Esto coincide con reportes previos en donde se compararon terapias
convencionales, incluida la aplicacion de antibioticos, con la terapia larval con L.
sericata y L. cuprina (Sherman, 2003; Paul et al., 2009) y se obtuvieron los mejores
resultados con bioterapia, permitiendo la aparicion temprana de tejido de granulacion y

ayudando a que la herida saliera de su estado de inflamacion crénica, avanzando asi, en
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el proceso de cicatrizacion hacia las demas fases hasta la completa cicatrizacién, se han
reportado algunas sustancias excretadas por L. sericata como alantoina (2,5-Dioxo-4-
imadazolidinil urea) o bicarbonato de amonio (Robinson, 1935; 1940) podrian ser los
responsables del crecimiento de tejido de granulacion. En efecto, Robinson (1935),
usando estas sustancias en las heridas demostré estimulacion en el crecimiento local del
tejido de granulacién, es posible que en las ES larvales de S. magellanica estén también
presentes estas sustancias.

Los dptimos resultados obtenidos con terapia larval derivada de S. magellanica también
se deben a la oxigenacion que se da en el tejido lesionado, gracias al debridamiento que
ejercen las larvas al moverse sobre el lecho de la herida, lo cual se ha reportado
inicialmente para L. sericata (Buchman & Blair, 1932; Jones & Thomas, 2000; Wollina
2002). Otro factor que aporta beneficios a la curacion de las heridas con terapia larval, es
la simbiosis que se da con Proteus mirabilis, comensal del intestino de las larvas y
facilitador de la accion antibacterial (Greenberg, 1968), lo cual se observo al dia 9, luego

de la aplicacion de los tratamientos larvales.

En las escalas de evaluacion macroscépica de la herida se observo que los tratamientos
larvales al dia 9, comparados con el tratamiento negativo, presentaron mayores cambios
al disminuir el valor de su puntuacion (Figura 9); asi mismo, en la escala PUSH, al dia
23, se registrd la curacion mas avanzada estableciéndose los menores puntajes en los
tratamientos de los grupos con terapia larval de L. sericata 4,8 y de S. magellanica 4,3.
En la escala Wollina et al. 2002 se determin6 una notable mejoria luego de los
tratamientos larvales al dia 9 para los tratamientos larvales, pasando de puntajes de 12 a
9, también se evidencié una disminucion inicial de los valores para todos los
tratamientos hasta el dia 16, a partir del cual empezaron a incrementar solo los
tratamientos larvales, a diferencia de lo observado en la escala DPI, en donde al finalizar
la evaluacion macroscopica no se observaron diferencias entre tratamientos, pero si en
los primeros dias de evaluacion; sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos larvales en ninguna de las escalas evaluadas: PUSH
(p=0,989), Wollina et al. 2002 (p=0,751) y DPI (p=0,390).
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Figura 9. Puntaje total de las escalas de evaluacion de la cicatrizacion: A. PUSH, B.
WOLLINA ET AL. 2002, C. DPI. Los datos representan el valor promedio +DS.

En relacion con las escalas utilizadas para evaluar el progreso de la herida, la Gnica que
permitio registrar con claridad el avance de la herida hacia la cicatrizacion fue la escala
PUSH. Este pardmetro de medicion adicionalmente permitié encontrar mayores
diferencias bioldgicas en los tratamientos aplicados, quizas en parte, debido a que esta
involucra no solo la apariencia de la herida sino también la variable del area. En las otras
escalas no se tuvo en cuenta esta variable, debido a esto probablemente se alcanz6 a
observar un solapamiento de los registros y no fue posible evidenciar de forma clara la
mejoria de la herida por tratamiento, pues inicialmente, estas dieron puntajes altos por la
presencia abundante de exudado y hacia el final de las evaluaciones, a pesar de la
disminucion del exudado en algunos tratamientos, los puntajes se mantienen por la

aparicion del tejido de granulacion.

El presente estudio valido la curacion de heridas con terapia larval con S. magellanica en
un modelo animal diabético. Son amplias las investigaciones que aplican la terapia larval
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en modelos animales, sin embargo nunca se habia trabajado con esta especie y tampoco
en modelos diabéticos; se han trabajado diferentes larvas en pacientes diabéticos
obteniendo resultados positivos en la curacion de heridas cronicas cutaneas (Stoddard et
al., 1995; Sherman, 1997; Thomas et al., 1999; Kerridge et al., 2005; Téllez et al.,
2012). Los efectos benéficos de las larvas sobre las heridas se producen debido a la
accion de varias sustancias que ellas secretan y excretan, participando en tres
mecanismos fisiologicos diferentes: debridamiento, actividad antimicrobiana y
estimulacion del tejido de granulacién, la articulacion de todo el proceso conduce
finalmente a la cura y cicatrizacion de las lesiones cutaneas (Parnés & Lagan, 2007),
como se demostrd en el estudio los tratamientos larvales al dia 23 fueron los Unicos en
alcanzar el 95% de cicatrizacion de la herida, evidenciando asi los beneficios de esta

terapia.

Adicionalmente, se ha demostrado la efectividad antibacterial mediante evaluacion in
vitro de ciertas sustancias principalmente péptidos de bajo peso molecular, catinicos,
qgue cumplen esta funcion en las excreciones y secreciones larvales (Bexfield et al.,
2004; 2008; Kerridge et al., 2005; Huberman et al., 2007), contra bacterias Gram-
negativas y Gram-positivas, tales como S. aureus, Streptococcus pyogenes, Micrococcus
luteus y P. aeruginosa (Kerridge et al., 2005; Huberman et al., 2007), recientemente se
comprobd la efectividad antibacterial in vitro con la especie S. magellanica arrojando
mejores resultados que L. sericata (Diaz et al.,, sometido). Adicionalmente, S.
magellanica puede ser una especie mas promisoria pues no se han presentado reportes
de miasis cutanea lo que si se ha encontrado para L. sericata (Mateos et al., 1990),
teniendo en cuenta lo anterior, la terapia larval con esta especie, puede ser indicada

como alternativa terapéutica para el proceso de curacién de heridas.

5.4 Histopatoldgicos
Los tratamientos al dia 7 (primera biopsia) presentaron un valor promedio de 198,5+38
heterofilos (Figura 10), para la segunda biopsia estos datos disminuyeron para los

tratamientos con antibidtico y control negativo, mientras que los tratamientos larvales se
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mantuvieron. El registro en numero de histiocitos, se mantuvo en la primera biopsia con
un valor promedio de 29,5(x13) para la totalidad de los tratamientos, no obstante se
observé un incremento para el grupo tratado con S. magellanica, que hacia la tercera
biopsia aumento a un valor de 105,5(x33). El promedio de linfocitos antes de los
tratamientos fue de 26,3(8,6), luego de retirados todos los tratamientos, se encontrd que
los tratamientos larvales en la biopsia 2, presentaron una disminucion en cantidad de
linfocitos. En cuanto a las células plasmaticas, antes de los tratamientos el conteo se
encontré alrededor de 16,2(+8,9), las demas biopsias presentaron valores bastantes
cercanos para todos los tratamientos; sin embargo, se observd un incremento para la
ultima biopsia en el grupo antibiético. No se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos evaluados (p=0,363), evidenciando asi que la herida permanecio a lo

largo del estudio en su estado de cronicidad.
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Figura 10. Namero de células inflamatorias por tratamientos en diferentes tiempos de
evaluacion: A. heterdfilo, B. histiocito, C. linfocito, D. células plasmaéticas. Biopsia 1, 2
y 3 corresponden a los dias 7, 9 y 23 respectivamente. Los datos representan el valor

promedio £DS.
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La evaluacion por etapa de cicatrizacion indicd que todos los tratamientos al dia 7 se

encontraron en la fase inicial de cicatrizacion (Figura 11), confirmando asi, mediante sus

caracteristicas, la inflamacion general de las heridas en los animales (Figura 12). En el

dia 9 solo los tratamientos larvales avanzaron hacia la fase intermedia de proliferacion,

presentando tejido de granulacién, el tratamiento con S. magellanica present6 algunos

individuos més avanzados hacia la etapa de regeneracion epitelial. En el dia 23 todos los

tratamientos se identificaron en la fase final de la cicatrizacion, sin embargo el grupo

control presentd evidencia un estado de transicion entre la etapa de proliferacion y

regeneracion. Se registraron diferencias significativas entre los tratamientos (p=0,014).
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Figura 11. Etapa de cicatrizacion por biopsia, segun el tratamiento aplicado. Antibidtico

(A), Control negativo (C), L. sericata (L), S. magellanica (S).
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Figura 12. Observacion histoldgica de las biopsias en los diferentes tratamientos. A.

Células inflamatorias al dia 7 para todos los tratamientos. B. Proliferacion al dia 9 para
los tratamientos larvales, aparicion de fibroblastos. C. Etapa de remodelacion al dia 23

para todos los tratamientos, con formacién de la 1dmina basal.

A nivel microscopico, los tratamientos de los grupos con terapia larval mostraron una
rapida cicatrizacion, alcanzando de forma temprana el proceso regenerativo. Estos
tratamientos no registraron diferencias significativas por conteo celular, sin embargo al
observar el diagnostico general histopatolégico, si hubo una cicatrizacion mas avanzada
en los animales tratados con S. magellanica, en relacion con los demas tratamientos.
Adicionalmente, se observé que el conteo de heter6filos permanecié constante para las
dos primeras biopsias en los tratamientos larvales, mientras que en los controles este
valor disminuy6, lo cual pudo ser debido a la accion quimiotaxica de las proteinas
presentes en las excreciones y secreciones (ES) larvales, las cuales atraen células

inflamatorias permitiendo que el conteo celular se mantenga estable para esta biopsia.
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Chambers y colaboradores (Chambers et al. 2003), indicaron que cuando las larvas son
introducidas en heridas necrdticas, ellas potencialmente influyen en los eventos de la
cicatrizacion de la herida con proteasas presentes en las ES las cuales estan involucradas
en la remodelacion de los componentes de la matriz extracelular, de igual forma se ha
sugerido que estas son liberadas durante el debridamiento, al observar heridas tratadas
con terapia larval (Schmidtchen et al. 2003) y que estas estimulan el crecimiento y la

division celular (Sherman 2002).

5.5 Cuantificacion de proteina por Acido bicinconinico (BCA).
La totalidad de los extractos de las ES para L. sericata arrojaron cuantificaciones
promedio de proteina de 1369,24 (x18) pg/mL, a diferencia de lo encontrado para S.
magellanica cuyos extractos cuantificados, mostraron lecturas menores de proteina

1074,8 (£29) ug/mL, sin encontrar diferencias entre las especies (p=0,060).

5.6 Estandarizacion de curvas de crecimiento.
Las curvas de crecimiento para las bacterias S. aureus y P. aeruginosa fueron
estandarizadas en medio LB, para conocer el tiempo en el cual alcanzaron su fase
exponencial. Se encontrd que S. aureus y P. aeruginosa lo hicieron pasadas las 4 horas
de incubacién. Estos tiempos de incubacidén se tuvieron en cuenta para activar los

indculos en los ensayos posteriores.

5.7 CMI por difusién en agar.
Se encontro que la CMI para P. aeruginosa con las ES de L. sericata fue de 200 pg/mL
y de 100 pg/mL con S. magellanica. Ademas, se determind la CMI para S. aureus con
un registro de 100 pg/ml usando las ES derivadas de las dos moscas evaluadas. Se
encontraron diferencias significativas por moscas (p=0,002). No se obtuvo halo de
inhibicidn en las concentraciones 50, 25 y 12,5 pg/mL con ninguna de los dos insectos
seleccionados. De igual forma, no hubo halo inhibitorio al incubar 100 pg/mL de las ES

de L. sericata con P. aeruginosa (Figura 13).
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Figura 13. Unidades de actividad (UA) encontradas para P. aeruginosa (P) y S. aureus
(Sa) incubadas con las ES de las especies de mosca L. sericata (L) y S. magellanica (S).
No se dio inhibicion en las concentraciones de 50, 25 ni 12,5 pg/mL. Se encontraron
diferencias significativas por moscas (p=0,002). Los datos representan el valor promedio
+DS.

Al comparar los resultados de la actividad antibacterial de las ES derivadas de las
moscas S. magellanica y L. sericata, es evidente que ambas especies demostraron
efectividad en los tratamientos contras las bacterias seleccionadas, no obstante la
cantidad de proteina de S. magellanica que se requirié para el mismo resultado fue
menor (p=0,060). Sin embargo, también se registraron notables diferencias. Asi por
ejemplo, mediante la técnica de difusion en agar la CMI que se determind para P.

aeruginosa, después de los tratamientos con las ES obtenidas a partir de larvas de L.
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sericata, fue de 200 pg/mL, mientras que para estos mismos propositos solo se
necesitaron 100 pg/mL (CMI) de las concentraciones proteicas derivadas de S.
magellanica. Con base en lo anterior, se puede inferir que las ES de S. magellanica
serian mas efectivas contra bacterias Gram-negativas que las obtenidas de la otra especie
de mosca, lo cual en cierta forma, y con algunas variables, coincide con los resultados
registrados en trabajos previos (Thomas et al. 1999b, Kerridge et al. 2005) donde se
demostré limitada actividad antibacterial in vitro de las ES larvales de L. sericata contra
bacterias Gram-negativas. No obstante lo anterior, donde se hace mas notoria la
diferencia entre las dos especies con la técnica de turbidimetria, en razon a que la CMI, a
partir de las concentraciones de proteinas evaluadas correspondientes a L. sericata, en
los tratamientos contra ambas especies de bacterias fue de 100 pg/mL, en tanto que con
las ES de S. magellanica la CMI correspondi6 al valor de 50 pug/mL. Esta diferencia
cobra mayor relevancia si tenemos en cuenta que la técnica de turbidimetria es
recomendada como la mas segura para investigar actividad antibacterial (Rippere 1979,
Cazander et al. 2009, Teh et al., 2013). Por lo tanto, es evidente que las ES larvales de S.
magellanica tuvieron una mayor efectividad comparadas con las derivadas de L.
sericata. Asimismo, por UFC se activa la reduccion de colonias de P. aeruginosa con
ES larvales de S. magellanica en proteinas 100 mg / ml, mientras que la CMI con las ES
derivadas de L. sericata se obtuvo la reduccion de colonias con el doble de la
concentracion, lo que demuestra una vez mas que las ES larvales de S. magellanica

fueron mas efectivas que las ES derivadas de L. sericata.

5.8 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) por Turbidimetria.
Con esta técnica se establecid, en los controles positivos, que el crecimiento para S.
aureus sin excreciones y secreciones (ES), luego de 16 horas de incubacion registré una
lectura de absorbancia promedio de 0.91+0.16, mientras que para P. aeruginosa, en
dichos controles, el crecimiento bacteriano fue menor con una lectura de 0.68+0.02 DO.
Por otro lado, la evaluacién de las ES larvales mostraron actividad antimicrobial frente a
Gram-positivas a una CMI de 100 pug/mL con las sustancias derivadas de L. sericata, en

tanto solo se requirié una CMI de 50 pug/mL a partir de S. magellanica. Asi mismo, para
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la otra cepa Gram-negativa se obtuvo también una CMI con 100 pg/mL de las ES de L.
sericata y de 50 pg/mL con las diluciones evaluadas de S. magellanica, mostrando esta
ultima mayor efectividad al inhibir las bacterias con menor requerimiento en la
concentracion de proteinas; se encontraron diferencias significativas entre las ES de las
moscas evaluadas (p=0,000) y entre las concentraciones de ES utilizadas (p=0,000)
(Figura 14).
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Figura 14. CMI por dilucion en caldo. P. aeruginosa (P) y S. aureus (Sa) fueron
incubadas con ES de las especies de mosca evaluadas L. sericata (L) y S. magellanica
(S). Se encontraron diferencias significativas por ES delas moscas evaluadas (p=0,000).

Las bacterias evaluadas, Gram-positiva (S. aureus) y Gram-negativa (P. aeruginosa),
fueron por igual inhibidas en su crecimiento por las ES larvales derivadas de S.

magellanica, de acuerdo con las CMI registradas en cada una de las técnicas empleadas.
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Este hecho es concordante con los trabajos pioneros realizados por Simmons (1935 a,b),
Pavillard & Wright (1957) y mas recientemente por Kerridge et al. (2005), van der Plas
et al. (2008), Bexfield et al. (2008), Jaklic et al. (2008), Cazander et al. (2009) y Harris
et al. (2009), quienes demostraron actividad antimicrobial contra ambas clases de
bacterias. Sin embargo, en otros trabajos previos (Steenvoorde & Jukema, 2004;
Bowling et al., 2007; Thomas et al., 1999b; Kawabata et al., 2010) establecieron que la
actividad antibacterial de las ES larvales de algunas moscas necrofagas es mas efectivas
contra bacterias Gram-positivas que contra Gram-negativas. También, diferentes
registros sobre este mismo topico son reportados por Barnes et al., (2010), los cuales
indicaron que la jerarquia en la susceptibilidad de tres diferentes especies de bacterias
frente a las ES de L. sericata mostré el orden siguiente: E. coli, P. aeruginosa y S.
aureus. Estos resultados, en donde aparecen las dos primeras especies de bacterias
Gram-negativas mas susceptibles a los efectos de las ES larvales que la Gram-positiva,
estan en desacuerdo con los mencionados anteriormente. Aunque algunos autores han
sugerido que los resultados no concordantes u opuestos podrian ser debido a los
procedimientos utilizados, tanto para extraer las ES larvales como también por los

técnicas empleadas para determinar la actividad antibacterial (Barnes et al., 2010).

5.9 Cinética bactericida de las ES.
Luego de evaluar en el tiempo (en intervalos de 1 hora) el comportamiento de las CMI,
determinadas a partir de los métodos anteriores, se encontro, a partir de las lecturas de
DO, que estas concentraciones mantienen su actividad inhibitoria frente a bacterias

Gram positivas y Gram negativas a lo largo del tiempo evaluado (14 horas) (Figura 15).
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Figura 15. Cinética de la actividad inhibitoria para las diferentes concentraciones de ES
de L. sericata (L) y S. magellanica (S) encontradas como CMI frente a las dos cepas

bacterianas P. aeruginosa (P) y S. aureus (Sa).

5.10 Determinacion de las UFC con la CMI.
Se observd reduccion de las colonias de S. aureus luego de 1 hora de incubacién con las
ES de L. sericata y S. magellanica a una concentracion de 100 pg/mL, el valor
equivalente del conteo de las UFC/ml correspondié a 5-log. Por otro lado, la
disminucion de colonias de P. aeruginosa ocurri6 entre las 2 y 3 horas de incubacion,
utilizando 200 pg/mL de ES de L. sericata y 100 pg/mL de ES de L. sericata y S.
magellanica respectivamente. La reduccion de las UFC/ml para esta bacteria fue de
aproximadamente 2-log cada hora. No se observo reduccion de colonias de la cepa S.
aureus con la CMI de 50 pg/mL derivada de S. magellanica. En ausencia de exposicion
de las bacterias a las ES, a las 4 horas de incubacion, las UFC registraron un valor de 6-
log. Se encontraron algunas diferencias por cepas bacterianas; sin embargo, estas no

fueron significativas (p=0.086), asi mismo se registraron diferencias significativas por
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concentracion y tiempos de incubacion (p=0.017 y p=0.000), pero no por especie de
moscas (p=0.786) (Figura 16).
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Figura 16. UFC de las dos cepas bacterianas P. aeruginosa (P) y S. aureus (Sa)
incubadas con la CMI de las ES de L. sericata (L) o S. magellanica (S). No se
encontraron diferencias por cepas bacterianas, ni por mosca, pero si por concentracion y
tiempos de incubacion respectivamente (p=0.086; p=0.786; p=0.017 y p=0.000). Los
datos representan el valor promedio £DS.

En el presente estudio se pudo demostrar, mediante las pruebas utilizadas, difusion en
agar, turbidimetria y unidades formadoras de colonia (UFC), que las ES larvales de S.
magellanica poseen potente actividad antibacterial contra las bacterias S. aureus y P.
aeruginosa. Ademas, en general se establecio que la eficacia de los resultados en los

tratamientos contra dichas bacterias estuvo en dependencia de las diluciones mas altas.
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Sin embargo, la CMI fue de 100 pg/mL (ensayos sobre difusion en agar y UFC) y 50

pg/mL (ensayos con turbidimetria).

5.11 Determinacion de la citotoxicidad en fibroblastos MRC5.
No se encontré disminucién de la viabilidad celular, para ninguna de las ES de las dos
especies de mosca evaluadas (Figura 17), esto coincide con lo reportado previamente
para L. sericata, especie para la cual no se encontré disminucion de viabilidad a ninguna
de las concentraciones evaluadas desde 0,1 pg/mL a 100 pg/mL (Wang et al. 2010a). Al
observar el potencial antimicrobiano y compararlo con la viabilidad observada, esta
situacion, en general, permite inferir que las ES larvales de S. magellanica contienen, al
igual que las ES de otras moscas necréfagas evaluadas en trabajos previos, las moléculas
necesarias para desarrollar actividades bacteriostaticas y bactericidas (Cazander et al.,
2010; Cazander et al., 2009; Daeschlein et al., 2007), sin dafiar la viabilidad del tejido,

al observar que no se presento toxicidad en ninguna de las concentraciones.
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Figura 17. Viabilidad celular en fibroblastos MRC5 con las diferentes concentraciones de
ES de las especies de mosca evaluadas. No se encontraron diferencias significativas entre

las moscas evaluadas (p=1.000). Los datos representan el valor promedio £DS.
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Aunque el mecanismo de accién antibacterial, aun no es claro (Zhang et al., 2013), en L.
sericata se ha demostrado que sus secreciones contienen una variedad de compuestos
alcalinos, incluyendo carbonato de amonio, calcio, alantonina y Grea que inhiben el
crecimiento bacteriano (Robinson, 1940; Simmons, 1935a, b). Asi mismo, se ha
establecido en estudios relativamente recientes que sustancias organicas de bajo peso
molecular, presentes en las ES larvales, estarian implicadas en actividades
bacteriostaticas (Bexfield et al., 2004; Huberman et al., 2007; Kerridge et al., 2005). Es
probable que algunas de estas mismas sustancias 0 una combinacion sinérgica de ellas,
en las ES de la especie de mosca evaluada en el presente trabajo, sean las responsables
de ejercer la accién antibacterial en un medio externo, por demas, no favorable para el

crecimiento microbiano debido a su pH fuertemente alcalino (Bexfield et al., 2004).

En el presente trabajo se usaron, en los ensayos correspondientes, numeros iguales de
larvas de estadio 1l de ambas especies de moscas para obtener las ES, debido a que la
produccion de estas sustancias en el estadio mencionado es mayor comparado con los
primeros estadios larvales, tal como ha sido registrado en trabajos previos (Cazander et
al., 2009). De acuerdo con Cazander et al. 2010, en un estudio de evaluacion in vivo de
las ES de larvas de estadio | y Il sobre la actividad antibacterial en biopeliculas,
encontraron mayor reduccion de este material con las ES larvales de estadio I1l. Aunque
la concentracion de proteinas fue igual en las ES de ambos estadios larvales, los autores
sostienen que las larvas de Gltimo estadio producen una mayor cantidad de las ES, lo
cual a su vez explicaria una mayor efectividad en la reduccion de las biopeliculas. En
nuestra investigacion, a pesar de que hubo una mayor concentracion de proteinas en las
ES larvales de L. sericata, posiblemente por el mayor tamafio y peso de sus larvas, al
tomarse concentraciones iguales en los tratamientos contra las bacterias se demostro
para la mayoria de los ensayos una accion antibacterial mas potente de las ES larvales
derivadas de S. magellanica. Por otro lado, es importante resaltar que la desinfeccion de
las larvas se efectu6 en el estadio 111 y no desde la fase de huevo, tal como ha ocurrido
en otros trabajos (Bexfield et al., 2004; Kerridge et al., 2005), lo cual pudo haber
potenciado el efecto antibacterial de las ES larvales debido a la respuesta inmune

inducida previamente en el ambiente contaminado en el que se desarrollaron las larvas
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(Kawabata et al., 2010), para el presente caso, desde la eclosion de larva hasta el estadio

en que fueron utilizadas.

De manera general se ha descrito en otros trabajos la presencia de defensinas en las ES
de L. sericata, es posible que debido a que presentaron similares efectos antibacterianos,
las ES de S. magellanica puedan contener entre algunos de sus péptidos estas defensinas.
Se conoce que una de las mas estudiadas es la llamada lucifensina cuya masa molecular
se encuentra en los 4114 Da (Kruglikova A, 2011). De igual forma, es posible que las
ES de S. magellanica tengan presentes otros péptidos antimicrobianos como los
reportados para C. vicina, entre las que se encuentran algunas diptericinas y cecropinas
(Chernysh & Gordja, 2011). Sin embargo, a pesar que ain no se conocen con claridad la
mayoria de los componentes responsables de la actividad antibacteriana, es posible que
las ES de S. magellanica, tengan presentes otros componentes ya reportados como

oligopeptidos (Bexfield et al., 2004) y algunos desinfectantes (Jaklic et al., 2008).

Adicionalmente, puede que el mecanismo de accion de la bioterapia, mas
especificamente el que se refiere a la actividad antibacterial, no solo sea debido a los
componentes presentes en las ES de S. magellanica, sino que adicionalmente varios de
estos resultados observados in vivo e in vitro, como ya ha sido previamente reportado
por Greenberg para otras especies, sean debidos y producidos por el comensal P.
mirabilis; aunque no se han realizado estudios que confirmen esta simbiosis con S.
magellanica es posible que este comensal también alberge en el intestino de las larvas de
esta mosca, pues ya se ha reportado en otros individuos de la familia Calliphoridae
(Jaklic et al., 2008). Por otro lado, esta accion antibacteriana in vivo se ve también
reforzada, debido al pH acido del intestino medio de las larvas, que con el paso de los
microbios, a través del tracto digestivo, tiene efecto bactericida en organismos Gram-

positivos y Gram-negativos (Greenberg, 1986; Mumcuoglu et al., 2001).

Como se ha demostrado en varios estudios in vitro, los componentes presentes en las ES
son los mayores responsables de la actividad antibacteriana; sin embargo, el movimiento

de las larvas de S. magellanica a través de la herida se torna importante, debido a que
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puede afectar de forma considerable las bacterias, en especial cuando se forma en las
heridas biofilm, ayudando asi a la remocién del tejido, destruccion del biofilm y a
facilitar que antibidticos penetren la herida exponiendo las bacterias a su accion
(Costerton et al., 1994; Jaklic et al., 2008).
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6. CONCLUSIONES

La induccion con Alloxan® fue una metodologia exitosa, que generd diabetes como

enfermedad de base, permitiendo la cronicidad de las heridas generadas.

A nivel del andlisis microbiolégico realizado para cada uno de los grupos
experimentales; se logrd en los tratamientos larvales, la no formacion de colonias

bacterianas.

Los grupos larvales demostraron mayor efectividad en el desbridamiento de heridas,
alcanzando en menor tiempo, la etapa de proliferacion celular, y avanzando asi en la

cicatrizacion.

Se demostrd que tanto las larvas de S. magellanica como las de L. sericata mostraron
avances en el proceso de cicatrizacién comparado con los otros grupos, sin diferencias
entre ellos, evidenciando su efectividad para el cierre de heridas cronicas de dificil

cicatrizacion.

En el presente estudio se demostro la efectividad de las ES larvales de S. magellanica
contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, sugiriendo que esta especie de la

familia Calliphoridae puede ser un modelo alternativo para usar en terapia larval.

Las ES larvales se pueden aplicar en los tejidos al observar que no presentaron ningun
efecto citotdxico, por lo cual se puede aprovechar su accion antibacteriana en las

heridas crénicas infectadas.

Ademas, en los ensayos correspondientes, con cada una de las técnicas empleadas, con
particular referencia en el procedimiento de turbidimetria, se evidencio en los resultados
una mejor efectividad, para inhibir crecimiento bacteriano, de las ES larvales de S.
magellanica comparada con la especie cosmopolita mas utilizada en terapia larval como

lo es L. sericata.
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Las ES larvales de la nueva especie evaluada resultan promisorias para preparar, por

ejemplo, farmacos antibioticos contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.
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7. RECOMENDACIONES

Ensayar con otras especies de bacterias que también estén presentes en las heridas

crénicas.

Evaluar y comparar el efecto de ES de larvas asépticas con ES extraidas de larvas pre

inmunizadas con diferentes tiempos de incubacion.

Evaluar el efecto en comunidades bacterianas mixtas y bacterias de forma
independiente.

Evaluar el efecto de las ES frente a biofilms de diferentes bacterias.

Caracterizar y extraer péptidos antimicrobianos para evaluar su posible efecto

individualmente y determinar su produccién en masa.

Estandarizar el empleo del biomodelo para otros estudios de investigacion aplicada en

medicina.
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