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COMUNICACION BREVE

Evaluacion preliminar en un modelo animal de la terapia
con larvas de Lucilia sericata para el tratamiento de la
leishmaniasis cutanea
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Venezuela
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Trujillo, Venezuela

Introduccién. La terapia con larvas ha sido ampliamente utilizada para el tratamiento de
lesiones ulcerativas de la piel; existen registros de enfermedades, como podopatia diabética,
osteomielitis y Ulceras varicosas, en las cuales el uso de la terapia con larvas ha promovido la
cicatrizacion de la lesion en presencia de patégenos bacterianos resistentes a los antibiéticos
convencionales.

Objetivo. Realizar una prueba piloto de terapia con larvas de Lucilia sericata sobre lesiones
cutaneas producidas por Leishmania amazonensis.

Materiales y métodos. En el presente trabajo se empled un disefio experimental en animales
(Mesocricetus aureatus, tres réplicas) con la finalidad de analizar las variaciones del tamafio
de la lesién por leishmaniasis antes y después de la terapia con larvas de L. sericata, utilizando
criterios para la evaluacién de la terapia tales como tamafio de la lesion, tiempo de aplicacion
y presencia de edema y secrecion.

Resultados. Indican una cicatrizacion efectiva y curacién de las lesiones localizadas después
de la terapia con larvas de L. sericata (80% a 100% de reduccion del area de la lesion en 12 horas).
Discusion. Los resultados preliminares indican que las larvas de moscas L. sericata son de
uso potencial como terapia natural alternativa médica y veterinaria para la leishmaniasis
cutanea.

Preliminary evaluation of maggot (Diptera: Calliphoridae) therapy as a potential treatment
for leishmaniasis ulcers

Introduction. Maggot debridement therapy has been widely used for treating a variety of scarred-
over soft-tissue wounds. Published accounts record several illnesses in which treatment with
larval therapy has promoted injury healing in conjunction with infection by bacterial pathogens
resistant to conventional antibiotics.

Objective. An initial test of the maggot therapy was developed for cutaneous injuries produced
by Leishmania amazonensis.

Materials and methods. An experimental design based on an animal model with three
replicates in Mesocricetus aureatus (Rodentia: Muridae) was used to evaluate size variation
lesion before and after after larval therapy with Lucilia sericata maggots. The criteria used for
therapy evaluation were lesion size, maggot application time, and presence or absence of
edema and secretions.

Results. Effective scarring and wound healing was observed after therapy with L. sericata
larvae, i.e. 80% to 100% lesion area reduction after 12 hours.

Conclusion. The preliminary results suggest that fly maggots of L. sericata have a potential use
as natural medical and veterinary alternative therapy for the cutaneous leishmaniasis.

Key words: leishmaniasis, cutaneous/therapy; therapies, investigational; debridement; larva;
ulcer.
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Los casos clinicos con lesiones tegumentarias
ulcerativas por leishmaniasis son tratados con
antimoniales pentavalentes, glucantime (antimoniato
de meglumina) y pentostam (estibogluconato de
sodio), pero con el tiempo, se ha agravado la
situacién por falta de respuesta o por respuesta
con reacciones secundarias, por lo cual se ha
promovido una nueva generacion de antimoniales
en fase experimental, como la ulamina (1-3).

Sin embargo, existen pacientes inmunosuprimidos
por VIH o diabéticos y pacientes con lesiones por
leishmaniasis con infecciones secundarias por
bacterias, que no responden a los tratamientos,
por lo cual la evolucidn de la enfermedad es méas
grave, desmejora la calidad de vida del paciente
y se dificulta asi su curacion, lo que se traduce
en gastos en farmacos, médicos, hospitalizacion,
transporte y alojamiento (4).

Por otra parte, el costo de produccién del
tratamiento convencional, su forma de aplicacion
y la forma de distribucién del farmaco, lo hacen
inaccesible a la mayoria de los que padecen la
enfermedad, lo que dificulta una adecuacion del
tratamiento en los paises que no lo producen. Por
estas razones epidemiolégicas, ha surgido la nece-
sidad de probar terapias naturales alternativas para
el tratamiento de la leishmaniasis cutanea (5).

Existen tratamientos naturales probados in vivo,
de bajo costo hospitalario y de produccién, tal
como la terapia con larvas (6,7), que ha sido
aplicada clinicamente en casos de lesiones
ulcerativas de piel, como la podopatia diabética
y las Ulceras varicosas (8-10), y en muchos de
los casos, con el compromiso de patdégenos,
principalmente, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli 'y
Streptococcus spp. (11,12). Sin embargo, no han
sido evaluadas en lesiones infectadas con
protozoarios, como es el caso de las lesiones por
Leishmania sp.
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El objetivo del presente trabajo de investigacion
fue evaluar el uso de larvas de Lucilia sericata
sobre un modelo animal como una terapia natural
alternativa o complementaria en el tratamiento de
las lesiones cutaneas producidas por Leishmania
amazonensis, con la intencion de promover en
primera instancia la curacion clinica del paciente
con leishmaniasis.

Materiales y métodos

Animales de experimentacion e induccion de
leishmaniasis cutanea

Se infectaron dos hamster machos con la cepa
de L. amazonensis (IFLA/Br/67/pH 8) en las patas
traseras, con 0,1 ml de macerado de las lesiones
de un hamster donador. A los 45 dias después de
aplicar el in6culo, los hamster desarrollaron un
infiltrado en ambas patas y en un periodo de 60
dias se observaron lesiones abiertas por
leishmaniasis.

En este primer ensayo no se realizaron pruebas
parasitolégicas en los hdmster H1y H2, con el fin
de no alterar la superficie de las lesiones antes
de la terapia con larvas y porque en esta
enfermedad se habla de cura clinica por la
cicatrizacion de la lesion cutanea, a pesar de la
presencia del parasito en el paciente determinada
por métodos moleculares aun 15 afios después
del tratamiento (13,14).

Larvas de L. sericata

Se aplicaron en forma directa sobre la lesion larvas
de primer estadio (cinco larvas por lesion,
aproximadamente, una larva por 10 mm? de lesién)
de laespecie L. sericata (6), previamente estériles
(8), provenientes de la colonia mantenida por
Ronald Sherman en la Universidad de California,
Irving, a partir de un material donado como
resultado de un convenio institucional para su
importacion.

Disefio experimental

Los hamster se mantuvieron en el laboratorio bajo
las normativas del Codigo de Bioética y
Bioseguridad del Ministerio de Ciencia y
Tecnologia de Venezuela, para el uso de animales
de experimentacion (15) y con la previa aprobacion
del Comité de Etica de la Facultad de Ciencias
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de la Salud, Universidad de Carabobo, segun
normativa interna para la aplicacién de la terapia
con larvas.

Los hamster se trataron de la siguiente manera:

a) Hamster N° 1 (H1, infectado con L.
amazonensis y con diagnostico clinico).

Pata derecha: lesion de leishmaniasis cutanea
tratada con larvas de moscas.

Pata izquierda: lesion de leishmaniasis cutdnea
no tratada, pero con vendaje (control interno)

b) Hamster N° 2 (H2, infectado con L.
amazonensisy con diagnéstico clinico)

Pata derecha: lesion de leishmaniasis cutanea
tratada con larvas de moscas

Pata izquierda: lesion de leishmaniasis cutanea
no tratada, pero con vendaje (control interno)

¢) Hamster N° 3 (H3, control externo sin infeccién
con L. amazonensis)

Pata izquierda: lesién producida experimental-
mente por quemadura (previa anestesia del
hamster), tratada con larvas de mosca

Los animales fueron anestesiados inoculando 1
ml de solucién de fenobarbital (100 mg/2 ml) de
forma lenta via intraperitoneal, con la finalidad de
que durmiera por 24 horas, debidamente
hidratados. A las dos horas de anestesiado, se
procedio a la aplicacion de la terapia con larvas.

La lesién de leishmaniasis cutdnea se lavé
rapidamente con solucién fisioldgica para eliminar
los detritos y elementos celulares, que junto con
la fibrina forman una capa endurecida que cubre
la lesion de forma superficial y evita la accion de
las larvas.

Se aplicé una almohadilla de hidrocoloide, con
base en el perimetro de la piel intacta que rodea
la Ulcera. Esta almohadilla tenia en el centro una
abertura con la forma de la Ulcera. Se procedi6 a
colocar cinco larvas de primer estadio junto con
una gasa estéril humedecida con solucién salina
estéril, para luego extender una capa de
pegamento para colostomias, para no permitir la
salida de las larvas a través de los bordes de la
heriday la cara interna del parche del hidrocoloide.

Terapia con larvas para leishmaniasis

Se coloco un trozo de chifén sobre la abertura 'y
se fijo a la almohadilla en los bordes de la lesion
con otra capa de pegamento. Luego, se coloco
gasa seca para la absorcién de las secreciones
durante la accién de las larvas. El vendaje se retird
junto con las larvas 12 horas después, ya que las
heridas habian sido desbridadas totalmente y las
larvas habian aumentado de tamafio.

Los parametros fisicos utilizados como criterios
de la efectividad de la terapia con larvas en la
leishmaniasis cutanea fueron: ausencia de edema,
area de lalesién (medida en mm? con un calibrador
vernier) y presencia de secrecion por accién de
las larvas, granulacion y no reapertura de la lesion
después de la terapia.

Anadlisis de los datos

Para el conjunto de datos obtenidos con la
cuantificacion del tamafio de la lesion se estimo
la media total y la desviacion estdndar. Ademas,
para cada condicidn experimental se estimo la
media interna. Para cada medida de tamafio de
lesién, se grafico el cociente entre la diferencia
(con signo) de la media total y la media, y la
desviacion estandar total: media total - media
interna / desviacién = + variacion.

La matriz de los datos, procesamiento y la cons-
truccion de las gréficas (figura 1a-d) se llevaron a
cabo con el programa Excel, a fin de comparar
los datos utilizando un coeficiente de varianza para
trabajar con un bajo nimero de datos.

Resultados
Coeficiente de variacion del area superficial

La comparacién entre los coeficientes indican
diferencias en el tamaiio de la lesiones entre los
tres hamster antes de iniciar la bioterapia. Sin
embargo, los andlisis de varianza de area indican
que hay homogeneidad en el tamafio de las
lesiones. Las patas izquierdas son todas mas
pequefias (H1: 25 mm?, H2: 30 mm?y H3: 15 mm?)
y las patas derechas son comparativamente de
mayor tamafio (H1: 56 mm? y H2: 50 mm?),
validandose la aplicacion independiente de los
tratamientos y lo aleatorio de las réplicas (figura 1a).

Durante la aplicacion de la terapia con larvas se
observé una respuesta significativa en la
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H1: hamster 1; H2: hamster 2; H3: hamster 3, control
TL: terapia con larvas
IAH: pata izquierda antes de la terapia con larvas

IDH: pata izquierda después de la terapia con larvas
DAH: pata derecha antes de la terapia con larvas
DDH: pata derecha después de la terapia con larvas

Figura 1. Coeficiente de varianza del area (mm?) de la lesion de cutanea en cada hamster: a) antes de la terapia con larvas;
b) después de la terapia independientemente del origen de la lesién; c) antes (IAH) y después (IDH) del vendaje sin terapia
sobre las patas izquierdas; d) antes (DAH) y después (DDH) del vendaje con terapia sobre patas derechas. Los valores
positivos indican mayor superficie tegumentaria afectada y los negativos menor superficie afectada, ambos por efecto de

las diferencias en el tamafio de la lesiones.

disminucién del &rea de la lesion después de las
12 horas, independientemente del hamster experi-
mental, del tamafio previo de la lesion tratada y
del origen etioldgico de la lesion (figura 1b).

En el caso particular de los hamster con leish-
maniasis cutanea, el perfil sefiala que, cuando
las lesiones se vendan sin terapia con larvas
(figura 1c), no se observa una reduccién en el
tamafio de la lesion; por el contrario, cuando se
aplica vendaje con terapia sobre los mismos
hamster (figura 1d), se evidencia un efecto positivo
y local, con una disminucion del area afectada de
80% a 100% durante un periodo de accién de 12
horas, sobre una superficie de 10 mm? por larva,
suficiente para activar la granulacion y la
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cicatrizacion total de la lesion de leishmaniasis
cutanea en un periodo de 24 a 48 horas.

Caracterizacion de las lesiones de los
hamsters segun la presencia de edema y
secreciones antes y después de la terapia
con larvas

Al clasificar las lesiones antes y después de la
terapia, segun la presencia de edema, todas las
lesiones en los hamster H1 y H2 presentaban
edema, aunque después de la terapia habia
disminuido. Sin embargo, en el hamster 3 hubo
reduccién total del edema después de la terapia.
Enrelacién con las secreciones, hubo presencia
de las mismas en todas las lesiones antes de la
terapia, pero luego de ella sélo se observé en
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aquellas lesiones de la pata izquierda que habian
sido vendadas sin terapia en los hamster 1y 2.
Discusién

El estudio preliminar mostré una terapia de desbri-
dacion efectiva, con una curacion total sin reaparicion
de la lesién por leishmaniasis (durante tres meses
de evaluacion), lo que evidencia el potencial de la
terapia con larvas para la leishmaniasis ulcerativa
localizada, como una herramienta alternativa de
bajo costo hospitalario (US$ 0,2 por larva) y sin
efectos secundarios, y muestra resultados promi-
sorios para los pacientes con leishmaniasis.

No obstante, el mecanismo exacto de accién
sobre la leishmaniasis tegumentaria es desconocido.
Existen grandes avances en el estudio de los
mecanismos de accion de la terapia con larvas
sobre algunos patégenos que infectan las lesiones
de piel por Ulceras varicosas, podopatia diabética
u osteomielitis, como S. aureus, P. aeruginosa,
E. coliy Streptococcus spp. (16,17), y en la cual
estan involucradas larvas necrobiontéfagas, como
las de L. sericata.

Se sugiere que los mecanismos de accidn
sefialados para otras afecciones de la piel sin el
compromiso de protozoarios, pudieran estar
mediando también en la respuesta de cicatrizacion
y cura de la lesion por leishmaniasis, como: a)
enzimas proteoliticas presentes en la saliva que
liclan el tejido necroético, b) ingestion del tejido
por las larvas, ¢) aumento del exudado, d)
presencia de secreciones de las larvas que
cambian el pH de la herida, e) accion de infesta-
cion de las larvas que estimulan la granulacion
tisular, f) destruccion del agente patégeno en el
tubo digestivo de la larva por accién de sustancias
antibactericidas y antibacteriostéticas (18-23).

La ventaja de este tratamiento natural con larvas
de moscas, y en especial con el uso de L. sericata,
es que la especie seleccionada para la aplicacion
se puede criar masivamente en un corto tiempo
de desarrollo. Ademas, se alimentan sobre el
tejido necrotico y dejan de alimentarse cuando se
inicia la regeneracion del tejido; su accion es
inocua, sin reacciones secundarias; aunque se
ha reportado la produccién de miasis en animales,
su incidencia es rara en humanos (24,25).

Terapia con larvas para leishmaniasis

Los hallazgos de la efectividad de la terapia con
larvas para promover la curacion clinica, inclinan
nuestras investigaciones hacia su aplicacion sobre
lesiones infectadas con distintas especies
productoras de leishmaniasis tegumentaria, con
la finalidad de evaluar el espectro de acciony, en
especial, su efecto sobre lesiones recurrentes por
L. braziliensis; también, hacia la caracterizacién
de los componentes salivales y su accion sobre
la fase amastigota, con la finalidad de consolidar
la fase experimental para la posterior aplicacién
en pacientes con leishmaniasis. Ademas, es
posible reforzar su uso en pacientes en quienes
se han observado efectos toxicos del antimonial,
o respuesta nula o parcial, y en aquéllos con leish-
maniasis e infecciones secundarias de tipo
bacteriano, para lograr su curacion progresiva.
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