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| RESUMEN

ntroduccién: las Ulceras en los miembros inferiores constituyen una causa

importante de hospitalizacién y deterioro en la calidad de vida de los pacientes,

al interferir con sus actividades laborales y sociales. Estas lesiones obedecen
a diferentes enfermedades, la mas frecuente de las cuales en Medellin es la
insuficiencia venosa; una vez diagnosticadas, existen muchas alternativas de
tratamiento, que buscan crear un lecho apropiado para el cierre de la herida.

El uso de larvas para el desbridamiento es una alternativa réapida y de bajo costo,
con la cual se logra un tejido de granulacién adecuado para la aplicaciéon de
equivalentes cutdneos autélogos, que constituyen una opcién para pacientes
refractarios a otros tratamientos.
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Materiales y métodos: se selecciond y evalu6 a
una paciente de acuerdo con los criterios de
inclusiéon establecidos para el estudio. Para
desbridar la Ulcera se recurrié a la aplicacion de
larvas de Lucilia sp. (Diptera: Calliphoridae),
obtenidas a partir de huevos previamente
desinfectados con hipoclorito de sodio y sembrados
en un medio de cultivo con antibiéticos. Se
aplicaron las larvas directamente en la lesion y
posteriormente se procedié a tapar esta con
muselina, permitiendo la obtencién de oxigeno y
facilitando el drenaje del tejido necrético. Las larvas
se dejaron por 48 horas, al cabo de las cuales se
retiraron con una pinza estéril y se descartaron en
alcohol al 70%; luego se procedi6 a evaluar la
limpieza de la lesion. Este procedimiento se llevo a
cabo en el Laboratorio de Entomologia (GIEM) de
la Universidad Antioquia.

Se procesé una biopsia de piel de la paciente,
obtenida siguiendo un protocolo previamente
establecido, para obtener queratinocitos y
fibroblastos. Para el cultivo primario de
queratinocitos el 90% de las células obtenidas de
la biopsia se sembro en cajas de cultivo de 75 cm?,
en presencia de 7 x 10° células de la linea 3T3-
Swiss tratadas con mitomicina C (10 pg/mL) como
capa alimentadora; para el cultivo primario de
fibroblastos, se sembré el 10% de las células en
cajas de cultivo de 75 c¢cm? con el medio DMEM
suplementado. En la produccién del equivalente
cutaneo se utilizé un gel obtenido con una mezcla
de plasma humano de sangre AB de banco de
sangre, 6-7,5 x 10* fibroblastos, CaCl, y &4cido
tranexamico. Sobre dicho gel se sembraron luego
los queratinocitos provenientes del cultivo
primario y se hizo seguimiento del cultivo en
microscopio invertido.

Cuando se obtuvo una confluencia celular cercana
al 100%, se desprendi6 el equivalente cutaneo con
pinzas estériles para aplicarlo inmediatamente
sobre la Ulcera.
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Se reportan los resultados del tratamiento de una
Glcera en el miembro inferior izquierdo de una
paciente de 66 anos con la terapia combinada de
desbridamiento con larvas y cultivo de equivalentes
cutaneos aut6logos. Después de 15 meses de
iniciado el tratamiento, la Ulcera continta cerrada
y la paciente no tiene dolor ni impedimentos
funcionales en la extremidad.

| PALABRAS CLAVE

CULTIVOS CELULARES

DESBRIDAMIENTO CON LARVAS
EQUIVALENTE CUTANEO

LARVAS DE LUCILIA SP. (Diptera: Calliphoridae)
ULCERAS CRONICAS

| SUMMARY

CHRONIC LOWER LIMB ULCERS TREATMENT
WITH AUTOLOGOUS SKIN EQUIVALENT AND
LARVAE DEBRIDING (DIPTERA CALLIPHORIDAE)

Introduction: Lower limb ulcers are an important
cause of hospitalization and deterioration of life
quality because they affect both the work and
social activities of patients. These ulcers are due to
different diseases, the most common of which, in
Medellin, Colombia, is venous insufficiency. After
diagnosis, there are many management options,
all of them looking for an appropriate environment
for wound healing.

The use of larvae for debridement is a low-cost
alternative which minimizes pain and discomfort
of patients and stimulates the growth of a healthy
granulation tissue for application of an autologous
skin equivalent, the choice for patients that have
not responded to other treatments.
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Materials and methods: The selected patient was
evaluated and the requirement of larvae
debridement was determined. Lucilia sp.
(Diptera: Calliphoridae) larvae were obtained
from eggs previously desinfected and seeded in
a culture medium with antibiotics. The larvae
were applied directly onto the ulcer and then
covered with a sterile tulle, that allowed tissue
oxygenation and necrotic material elimination.
They were left on the ulcer during 48 hours,
after which they were discarded in alcohol 70%;
debridement was then evaluated. This procedure
was carried out at the Entomology Laboratory
(GIEM), University of Antioquia, Medellin,
Colombia.

Keratinocytes and fibroblasts were obtained
from a skin specimen taken according to the
established protocol. For keratinocytes primary
culture, 90% of the cells obtained from the
biopsy were seeded in 75 cm? culture plates, over
a feeding monolayer of 7 x 10° 3T3-Swiss cells
treated with mitomycin C. For fibroblasts
primary culture, 10% of the cells were seeded
in 75 cm? culture plates, containing DMEM
supplemented medium. For the production of
the skin equivalent, AB human plasma from a
blood bank, 6-7,5 x 10 fibroblasts, CaCl, and
tranexamic acid were used in order to obtain a
gel; keratinocytes obtained in the primary
culture were placed on this gel and the culture
was followed-up under an inverted microscope.
When cell confluence was near 100%, the skin
equivalent was covered with a sterile tulle, and
detached for its immediate application on the
ulcer.

We report the case of a 66 year old woman treated
for a leg ulcer with larvae debridement and autologous
skin equivalent. After being followed up for 15
months the ulcer continues closed, no pain has been
reported and the leg function is normal.

|KEY WORDS

CELL CULTURES

CHRONIC ULCERS

DEBRIDEMENT WITH LARVAE

LUCILIA SP LARVAE (Diptera: Calliphoridae)
SKIN EQUIVALENT

| INTRODUCCION

Las Ulceras en los miembros inferiores son una causa
mundial importante de morbilidad debido a su
cronicidad y recurrencia, que ocasionan
hospitalizaciones prolongadas, disminucién de la
calidad de vida, incapacidad laboral y grandes costos
econémicos y sociales. A este problema deben
enfrentarse diariamente diferentes profesionales
como médicos generales, dermatélogos, cirujanos
vasculares, geriatras, enfermeras y, en algunas
ocasiones, psiquiatras.i-3 Estas Ulceras se deben a
diferentes enfermedades; las mas frecuentes son la
insuficiencia venosa crénica, la enfermedad arterial
oclusiva crénica y la diabetes mellitus.'*7 Se ha
reportado que el 5,7% de las consultas
dermatoldgicas del Hospital Universitario San Vicente
de Pall (HUSVP) de Medellin corresponden a
Ulceras debidas a insuficiencia venosa cronica.®

Luego de establecido el tratamiento de la
enfermedad de base, el de la Ulcera incluye
desbridamiento y limpieza, que se pueden lograr
por métodos quirdrgicos, enzimaticos, mecanicos
0 autoliticos, cuyo uso depende del grado de
infeccion, la profundidad y la extension de la herida,
asi como del estado general del paciente.®'°

En la paciente que reportamos se utilizé exitosamente

la combinacién del desbridamiento con larvas y la
aplicacién de equivalentes cutaneos autélogos.'! El

399

IATREIA / VOL 20/No. 4 / DICIEMBRE / 2007



primero constituye una opcién eficaz, rapida,
econémica y menos dolorosa que otras; ademas,
favorece la cicatrizacion y la formaciéon de un lecho
apropiado para la aplicacion de otras terapias.'? Por
otro lado, los equivalentes cutaneos han sido utilizados
con éxito en otros paises para pacientes que no
responden a los tratamientos convencionales.'3'4

| MATERIALES Y METODOS

Presentacion de la paciente

Se reporta el caso de una paciente evaluada de
acuerdo con los criterios de inclusion establecidos
para el estudio, aprobados por el Comité de Bioética
de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Antioquia: tener Ulceras con tamafo superior a 2
cm? , ser mayor de 15 afos, no haber respondido
bien a los tratamientos convencionales, no presentar
enfermedades asociadas que pudieran interferir con
el proceso de cicatrizaciéon, no tener ningin
trastorno mental ni estar recibiendo medicamentos
que puedan alterar la cicatrizacion. Se consigné por
escrito el consentimiento para participar.

Aplicacién de las larvas

Se aplicaron larvas desinfectadas de Lucilia sp.
(Diptera Calliphoridae) en la lesion de la paciente,
alrededor de la cual se puso una plantilla de
hidrocoloide para aislar la piel sana del contacto con
las larvas y servir de soporte en el momento de
recubrir la Ulcera. En todas las aplicaciones se
dejaron las larvas por 48 horas, después de las cuales
fueron retiradas y descartadas en alcohol al 70%.!2

Toma y procesamiento de la biopsia para la
obtencién de células

Bajo anestesia local y en campo estéril se obtuvo la

muestra de piel; consistié en una elipse tomada de
la fosa iliaca derecha, de 4 x 1 ¢cm, que se depositd
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en un tubo de 15 mL (Falcon) con 10 mL de DMEM
(Dulbecco Modiffied Eagle Medium) (Gibco, Grand
Island, NY, USA), con penicilina 100 U/mL y
estreptomicina 100 pg/mL (Biowittaker,
Walkersville, MD, USA); se llevé la muestra al
laboratorio en condiciones de esterilidad. En
cabina de bioseguridad clase Il A, se pasé el
fragmento de piel a una caja de Petri de 100 mm
(Falcon), se lavd con tripsina/EDTA (T/E)
(Tripsina, ICN Biomedical Inc., Aurora, Ohio;
EDTA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 0,025%,
procediendo a cortarla en fragmentos mas
pequenos, que se llevaron a un frasco de 125 mL
con tapa de rosca (Falcon) con 25-50 mL de T/E
en agitacion durante 30 minutos a 37 °C. Se
recuperd el sobrenadante y se inactivé la tripsina
con solucién fosfato tamponada, mas suero
bovino fetal (SBF) 5% (Biowittaker). Luego de
centrifugado el sobrenadante, el botén de células
obtenido se resuspendié en medio de cultivo
DMEM (Gibco) suplementado con 10% de suero
bovino fetal (SBF); luego se hicieron el recuento
de células y la mediciéon de su viabilidad, por
tinciéon con azul de tripano. El procedimiento se
repitié hasta obtener el mayor ndmero posible
de células de la biopsia.!>2°

Mantenimiento de la linea celular 3T3-Swiss Albino

Se utilizé como capa alimentadora la linea celular 3T3-
Swiss; estas células fueron sembradas en frascos de
75 cm? (Falcon) en DMEM suplementado con 10%
de SBF, penicilina-estreptomicina 1% y L-glutamina
2 mM (Biowittaker). Se incubaron a 37 °C en
presencia de CO2 al 5%.

Cultivo primario de queratinocitos

Se sembré el 90% de las células obtenidas a partir
de la biopsia en un frasco de cultivo de 75 cm? en
presencia de 7 x 10° células de la linea 3T3-Swiss
tratadas con mitomicina C (Sigma) 10 pg/ml. El
medio de cultivo utilizado fue DMEM: Ham's- F12
(Sigma) (3:1), suplementado con 10% de SBF,
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penicilina-estreptomicina 1%, L-glutamina 2 mM
(Biowittaker) al 1%, y adenina 24 pug/mL, insulina
5 ug/mL, toxina de célera 8 ng/mL, triyodotironina
1,3 mg/mL, hidrocortisona 0,4 ug/mL (todos de
Sigma). Después de 48 horas, se adicionaron 10
ng/mL de Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF)
(Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA).2!-25

Cultivo primario de fibroblastos humanos

Luego de procesar la biopsia se tomé el 10% de las
células obtenidas y se sembré en un frasco de
cultivo de 75 cm?, en medio DMEM, con SBF 10%,
1% de penicilina-estreptomicina y L-glutamina 2 mM
al 1%. Entre el quinto y sexto dias de iniciado el
cultivo primario, se subcultivaron las células, una
parte de las cuales se criopreservd en nitrégeno
liquido. Los cultivos se expandieron de acuerdo con
las necesidades de produccién de equivalentes. 192125

Produccién de los equivalentes cutaneos

Antes de obtener un 100% de confluencia del cultivo
primario de queratinocitos, se trataron las células
con T/E. Los queratinocitos obtenidos se utilizaron
inmediatamente para el cultivo secundario o se
congelaron en nitrégeno liquido para uso posterior.

Para la produccion de los equivalentes cutédneos se
utilizo plasma obtenido de sangre total de un donante
del grupo AB del Banco de Sangre del Hospital Pablo
Tobdn Uribe (negativo para VIH y para hepatitis B),
el cual se mezclé con una suspensién de los
fibroblastos obtenidos en el cultivo (6-7,5 x 104
células). Se utilizaron CaClz (Sigma) como agente
coagulante y acido tranexamico (Ropsohn
Therapeutics Ltda. Bogota, Colombia) como agente
antifibrinolitico; el volumen final (15-20 mL) se
complet6 con solucion salina fisiolégica y la mezcla
se incubd a 37 °C en presencia de CO; al 5% para su
gelificacion. Luego se adicionaron los queratinocitos
en su medio de cultivo. El seguimiento se efectu
mediante la observacién de los cultivos con
microscopio invertido. 2527

Recuperacion del equivalente

Con una confluencia cercana al 100%, se procedi6
a la apertura del frasco de cultivo en cabina de
bioseguridad, se retird el sobrenadante y se lavo el
equivalente con solucién salina. Posteriormente
se lo cubri6 con un tul estéril, fijado al equivalente
con pegamento inorganico (Histoacryl) (Braun
Dexon, Tuttllingen, Alemania). Con una espatula se
separ6 el borde lateral de la ldmina y con pinzas
estériles se desprendi6 el equivalente del frasco de
cultivo. Luego fue depositado en un tubo estéril
de 50 mL (Falcon) con solucién salina, y llevado
para su aplicacion a la paciente.?®

Descripcién del caso

El 7 de octubre de 2005 se recibi6 en la Clinica de
Ulceras del HUSVP, una paciente de 66 afios
remitida con una Ulcera crénica de dificil
tratamiento. Al examen fisico se encontré una
Ulcera en la cara anterior del tercio inferior de la
pierna izquierda, de 18 por 9 cm, que se extendia
desde el maléolo interno hasta el externo, cubierta
por abundante fibrina, de bordes deprimidos, con
exudado profuso purulento y de mal olor (figura
N° 1). La paciente habia presentado Ulceras en el
mismo sitio desde hacia 40 afnos, con cierres totales
por cortos periodos. La herida por la cual consultd
le habia aparecido 5 afios antes, y venia
aumentando progresivamente de tamafo y
tornédndose dolorosa. En el Triplex venoso de
miembros inferiores realizado en 2001 se hallaron
insuficiencia venosa grave de la safena interna
izquierda con unién safenofemoral insuficiente, al
igual que insuficiencia de las colaterales y
perforantes, de la safena externa y de la unién
safenopoplitea; en el lado derecho se hallaron
insuficiencia venosa profunda y femoropoplitea y
trombosis venosa profunda antigua recanalizada
y organizada.

El dia 20 de octubre de 2005 se hizo la primera
aplicacion de 25 larvas de Lucilia sp., obtenidas a
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Figura N° 1

Fotografia tomada a la paciente en el primer dia de consulta, antes de
la aplicacién de las larvas para el desbridamiento inicial de la Glcera.

partir de huevos desinfectados con hipoclorito de
sodio y sembrados en agar con antibiéticos. Las
larvas recién eclosionadas tenian una longitud
aproximada de 2 mm; se pusieron una a una
directamente en la Ulcera con una pinza de punta
fina. Una vez aplicada la cantidad necesaria de larvas,
se procedi6 a tapar la Ulcera con muselina estéril,
fijada con microporo a la piel sana, que permitia la
oxigenacién de las larvas y facilitaba el drenaje del
tejido necrético.?® Para evitar perder las larvas se
las dejé por 48 horas sin cambiar la muselina y al
cabo de este tiempo, fueron retiradas con una pinza
y descartadas en alcohol al 70%; se procedi6 luego
a evaluar la limpieza de la lesién. Se observé que la
herida presentaba un tejido de granulacion libre de
fibrina y con trasudado citrino.

La paciente no acudi6é a control durante los tres
meses posteriores a la primera aplicacién de
larvas; por ello, el 3 de febrero de 2006 se le
aplicaron nuevamente por tener acumulacion de
fibrina. Las larvas de este segundo tratamiento
murieron por la presencia de crema con
antibiotico en la herida, por lo que se efectud una
tercera aplicacién el 15 de febrero de 2006. En
esta oportunidad se observé, después de retirar
las larvas, que la Ulcera no tenia signos de infeccién
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y presentaba tejido de granulacién, ausencia de
fibrina y abundante trasudado.

El 6 de febrero de 2006 se tom6 una muestra de
piel de la fosa iliaca derecha, de la que se
obtuvieron 1.375.000 células, con una viabilidad
del 92%, las cuales fueron cultivadas como se
describié previamente.

Aplicacién de equivalentes cutédneos

El 17 de marzo de 2006 se llevé a cabo la primera
aplicacion de los equivalentes. Se observd una
herida de 17,4 x 8,5 cm con tejido de granulacién
desigual, bordes deprimidos y trasudado profuso
(figura N° 2).

Figura N° 2

-

Fotograffa tomada a la paciente luego del desbridamiento con las
larvas, antes de la primera aplicacién de los equivalentes cutaneos
autélogos.

Al retirar el equivalente, 3 dias después, se encontrd
que la Ulcera tenia tejido de granulacién uniforme,
islas de piel en la parte central y trasudado profuso.
El 21 de marzo de 2006 se hizo una segunda
aplicacién de dos equivalentes cutdneos; al
retirarlos, 4 dfas después, se encontré la Ulcera
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libre de fibrina, con bordes planos y migracién de
tejido cicatricial hacia el centro de la herida.

El 3 de abril de 2006 se le aplicaron dos equivalen-
tes cuténeos; en esa oportunidad se encontré dis-
minucién de tamano de la Ulcera, aplanamiento de
sus bordes y migracion de piel nueva desde éstos
hacia el centro de la herida. Ademas, habia una
banda de piel nueva que unia las partes superior e
inferior, dividiendo la herida en dos.

El 21 de abril de 2006 se le aplicé un equivalente
cuténeo en la region maleolar interna, el cual se retird
5 dias después; la paciente informé disminucién en
la trasudacién de la herida, lo cual era también
clinicamente observable. EI Gltimo equivalente
cutaneo se le aplico el 28 de abril de 2006, y se le
retir6 5 dias después; se encontré que las heridas
habian disminuido de tamano y tenian un buen tejido
de granulacion (Figura N° 3).

Figura N° 3

Fotografia tomada 9 meses después de iniciado el tratamiento. Solo
se observa una lesién residual en el maléolo interno.

El 8 de junio de 2006, 40 dias después de la Gltima
aplicacion, la Ulcera maleolar interna habia cerrado
por completo; solo se observaba una herida de 5 x

4 cm en el maléolo externo, con buen tejido de
granulacién y libre de trasudado. Siete meses
después de finalizado el tratamiento (enero 31 de
2007), la paciente seguifa sin dolor, la Ulcera
remanente habia cerrado y no tenia impedimentos
funcionales en la extremidad.

| DISCUSION

Para el tratamiento de las Ulceras en miembros infe-
riores se han venido utilizando métodos de
desbridamiento que promueven un lecho de granu-
lacién adecuado para el cierre de la herida;?° con tal
objetivo, el método ideal seria uno facilmente re-
producible, que ofreciera los mejores resultados cli-
nicos con menos traumatismo y menores costos.
La aplicacién de larvas es una alternativa econémi-
camente viable, que en la mayoria de los casos no
genera incapacidad, las molestias son minimas para
el paciente y no se requiere una infraestructura com-
pleja.'!'2 La paciente descrita no manifesté en nin-
gln momento malestar o dolor por la presencia de
las larvas. En el momento de retirarlas después de
una de las aplicaciones se las encontré muertas, de-
bido a la accién de antibiéticos tépicos que impidie-
ron su desarrollo normal; por ello se recomienda
que durante estos tratamientos no se empleen me-
dicamentos topicos que puedan afectar la viabilidad
de las larvas.

La disponibilidad de larvas para esta terapia esta
sujeta a la obtencién de los huevos de moscas. Con
ella se logra un excelente tejido de granulacion, que
permite hacer un enfoque terapéutico diferente de
la lesion. Se ha descrito que, por si sola, la terapia
con larvas puede desencadenar el cierre completo
de las heridas cuando son de pequefo tamafo y
poca profundidad.

En el caso reportado, debido al tamafo de la Ulcera,

las larvas se usaron como método de
desbridamiento para lograr un lecho apropiado
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para la posterior aplicacién de equivalentes cutaneos
autologos cultivados in vitro. Los desbridamientos
con larvas usualmente requieren varios tratamientos,
cada uno de los cuales puede demandar un nimero
diferente de larvas segin lo extenso de la lesién. En
el presente estudio el desbridamiento fue efectivo
en la Ultima aplicacion, en la cual se usaron 40 larvas
en un area de 18 x 9 cm, lo que corresponde a 0,25
larvas/cm?, a diferencia de lo recomendado en la
literatura, de 5-10 larvas/cm? de lesion'®'Las larvas
de Lucilia sp. (Calliphoridae) son en su mayoria
especies necréfagas, que ademas destruyen las
bacterias presentes en el sustrato.!' EI mecanismo
de accién de las larvas consiste en que durante su
alimentacion producen y liberan enzimas (triptasa,
peptidasa y lipasa) que ayudan a desprender la fibrina
y el tejido necrético presentes y dejan un fondo
limpio que permite el crecimiento del tejido
granuloso.!® Los equivalentes cutaneos se integran
al lecho de la Ulcera, sirven de barrera fisica contra
las infecciones y estimulan la neoformacién de tejidos
vascular y epitelial,?>#°3"|o cual se evidencio en esta
paciente por la presencia de islas de piel en la herida
entre la tercera y cuarta aplicaciones; tanto los
queratinocitos cultivados presentes en el equivalente
cutaneo, como los que se adhieren a la herida liberan
factores de crecimiento y citoquinas, entre ellos el
factor de crecimiento endotelial (ECGF), moléculas
de adherencia intercelular (ICAM), factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor
estimulador de colonias de granulocitos y
macréfagos (GM-CFS), factor de crecimiento
epidérmico (EGF), interleuquinas 1, 3, 6 y 8, factor
de crecimiento transformador (TGFo. y TGFB), que
contribuyen a la angiogénesis y a la proliferacion y
migracién de los queratinocitos y fibroblastos desde
los bordes de la Ulcera hacia su centro. 2532

La utilizacién de equivalentes cutéaneos autélogos
no solo presenta ventajas inmunolégicas porque no
existe riesgo de rechazo, sino que ademas se evitan
la transmisién de enfermedades infecciosas y la
necesidad de caracterizar las muestras que se van a

404

utilizar cuando provienen de prepucio o piel de
donantes de érganos. Sin embargo, dado que en la
mayoria de los casos los queratinocitos y fibroblastos
no expresan moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (HLA), esta condicion permite
el uso de células obtenidas de donantes, que ofrecen
ciertas ventajas sobre la piel autéloga, como son el
alto potencial de proliferacion y la disponibilidad de
mayores cantidades de células. Esto garantiza un
suministro regular de equivalentes cutaneos, lo que
contrasta con los cultivos celulares de pacientes de
edad avanzada, en quienes la tasa de crecimiento
de los queratinocitos es lenta, lo que retrasa la
frecuencia y disminuye el nimero de aplicaciones
de equivalentes y, en consecuencia, se retarda el
cierre o la disminucién del tamafo de la herida.?

A pesar de la edad de la paciente, en este caso se
lograron el cultivo y la proliferacion tanto de
queratinocitos como de fibroblastos y se pudo
mantener un suministro regular de equivalentes, lo
cual, asociado a la obtencién de un lecho apropiado
con el desbridamiento por larvas de Lucilia sp.
contribuy6 al éxito obtenido.
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