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BIBLIOGRAFLA

1.- INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS

La tricomonosis urogeriital humana, causadapor 7? vaginalis, es una de las

enfermedadesde transmisiónsexual(E.T.S.)no vfricade mayorprevalenciaenel mundo;con

un totalestimadode 170millonesde mujeresinfectadascadaalio (O.M.S., 1995).

El agenteetiológico esunprotozoode ciclo directoy metabolismoanaerobioaero-

tolerante,queocasionaen lamujerunaenfermedadconun amplio rangode maniléstaciones

clínicas:desdecasosasintomáticos(40%), pasandoporsignosy síntomasleves,comoflujo

vaginal,pruritovulvar,disuriay vaginitis(Rein,1990),hastasituacionesmásgravesquecursan

conla invasiónde los conductosgenitourinarios,glándulasdeBartholin, trompasde Falopio

(Sebek, 1972), glándulasde Skeneo vejiga (Keith, 1988), colonizacióndel parénquima

(Gardner& Culberson,1988;Gupta& Frost,1988),e infertilidad (Grodsteinetal., 1993).Las

mujeresinfectadasduranteelembarazoestánexpuestasa síndromesde rupturaprematurade

las membranasplacentariasy partosprematurosde bajo peso.En el varón, la infecciónes

asintomáticaenel 50% de los casos,o biensemanifiestaporprostatitis,uretritis, e incluso

puedellegar aocasionarinfertilidad transitoria(Reía,1990).

Independientementedela etiologíadelaenfermedadparasitaria,no hayquedesestimar

su posible relación con el cáncercervicaly ciertas alteracionesepiteliales,denominadas

neoplasmas(Kazanowska& Kuczynska,1988).Asimismo, T. vaginalisactúacomovector

potencialde otros organismosconcomitantes:Candidaalbicatis, Gardnerella vaginalis,

gonococosy virus. Señalándoseque T. vaginalis puedeaumentarla predisposicióna la

infrcciónporelvirus delainmunodeficienciahumana(V.I.H.) (Cameron& Padian,1990;Laga

etal., 1993;Kengne,1994;Minkoffet al., 1999).

La ampliavariabilidadenel perfil clínico asociadoala infecciónconditbrentescepas

delparásitoesunode losaspectosmásdificilesde explicarpor los expertos.Paraabordareste

temaparecefUndamentaldisponerde un modelo de patogeniaexperimentalque reflejeel

comportamientointraespecíficode 7?. vaginalis.
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Más allá de la adhesióncélula-célula(Alderete& Garza,1988; Costae Silva el al.,

1988;Arroyo elal, 1992; Aldereteel al, 1994;Aldereteel al., 1995),la hemólisis (Krieger

el al, 1983;Dailey el al, 1990; Fiorí el al, 1993),y lasecreciónde factoressolublestales

como las proteinasasextracelulares(Marczakelal., 1983;Arroyo & Alderete,1989; Garber

& Lemchuk-Favel,1994) y el factor de disgregacióncelular (C.D.F.) (Pindakel al, 1986;

Garberelal, 1989),uno de los mecanismospatogénicosdc 7? vaginalismássugestivosesla

evasióndelarespuestainmunitariadelhospedador(Aldereteelal, 1989;Aldereteelal, 1992;

Aldereteel al, 1995; Provenzano& Alderete, 1995). Sin embargo,la comprensiónde la

secuenciade fenómenosinmunológicosqueseproducentrasla infecciónparasitariaesmuy

limitada.

De otraparte,aunquela introduccióndelmetronidazolenla décadade 1960 supuso

un gran avanceenel tratamientode la tricomonosis,el fármacono estáexentode efectos

secundarios.Si bien su absorciónoral y biodisponibilidad son bastanteaceptables,la

administraciónva seguidahabitualmentede naúseas,vómitos y anorexia(Lossick, 1990).

Asimismo sele haatribuidocierto podermutagénico(Voogdelal, 1974;Speckelal, 1976;

Lindmark & Miller, 1976; iban, 1982) y carcinogenético(Di Carnerí& Di Re, 1970;

Mitelmanel al, 1976;Zhang& Begg, 1994).

Tambiénesconvenienterecordarla resistenciadelparásitoal tratamientoclínico, a la

vistade los numerososcasosrefractariosquese hanvenidopublicando(Kumatowska,1969;

Meingassner& Turner,1979;Forsgren& Forssman,1979;Taylor-Robinson& Street,1982);

esteproblemasólo seha resueltoparcialmentecon el desarrollode nuevosderivados5-

nitroimidazólicos.En esteterreno,la variablequimiosensibilidadde las cepasde 7?. vaginalis

a los fármacosjustifica la prioridadque tienela evaluaciónde nuevosprincipiosactivos.

En virtud de la situacióndescrita,los objetivos de la TesisDoctoral realizadase

enmarcanendoslineasde trabajobásicasenProtozoologiaparasitaria,a saber:
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1.-El cnbadofarmacológico¡ti vilro depotencialesproductostricomonicidas,ya sean

compuestosquímicos(sintetizadosenel Instituto de QuímicaMédica,C.S.I.C.)o productos

naturales (extractos vegetales de plantas iberoamericanaspropiedad de A.S.A.C.

Pharmaceul¡calInternational).

2.-El diseñode unmodelomurinode tricomonosis,queincluyela selecciónde lacepa

deratónmássusceptibleal parásito,deltiempode infecciónóptimo parael ensayo,asícomo

el inóculo más favorableparael establecimientodel parásito.Posteriormente,estemodelo

experimentalseaplicaa:

a. La evaluaciónde la patogeniade 18 aislamientosclínicos procedentesde la

encuestaepidemiológicarealizadaen Madrid (1994-1996)y la validacióndel

baremode cuantificaciónestablecidomedianteprocedimientosestadísticos

(Análisisde ComponentesPrincipalesy Discriminante).

b. La determinaciónde la actividadfarmacológica¡ti vivo de los productosque

superenel cribadoprimario in viti-o.

c. La elucidaciónde la actividadinmunomoduladorapotencialde los extractos

vegetalesPAL y CTP, con la determinaciónadicionalde las citocinasIFN-y

(Thl) eIL-4 (Th2), quecaracterizanel tipo derespuestainmunológicadelratón

frentea T. vaginalis.

Paralelamente,el modelodeininunomodulaciónsevalidamedianteensayoscon

inmunosupresores (ciclofosfamida, azatioprina y tacrólimo), inmunoestimulantes

(timoestimulinayglicofosfopeptical),antiinflamatoriosno esteroideos(metamizolypiroxicam),

inmunomoduladorescomo 5-adenosilmetionina(SAMe) y adyuvantesde origen natural

(saponinasde Qudiajasaponaria).
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REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA

2.- REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA

2.1. TAXONOMÍA Y EVOLUCIÓN

Trichomonasvaginalis, segúnla revisiónrealizadapor Levine el al (1980)para la

clasificacióndelos protozoos,presentael siguienteencuadretaxonómico:

Reino: PROTISTA(Haeckel, 1866)Whittaker, ¡977.

Subreino: PROTOZOA(Goldfiis, 1818)von Siebold, 1845.

Filo 1: SARCOMASTIGOPRORAHonigberg& Ba¡amuth,1963.

Sublilo 1: MASTIGOPIIORADiesing, 1866.

ClaseII: ZOOMASTIGOPHOREACalkins, 1909.

Superorden1: PARABASILIDEA Honigberg, 1973.

OrdenVII: TRICHOMONADIDA (Kirby, 1947)Mattern& Honigberg,1974.

Familia: TRICHOMONADIDAE (Chalmers& Pekko¡a,1918)Kirby, 1946.

Subfamilia: TRICHOMONADITNAE Honigberg, 1963.

Género: TrichomonasDonné, 1836.

Especie:Trichomonasvaginalis (Donné, 1836)Ehrenberg,1838.

Aunqueserecogela clasificaciónde Levine el al. (1980),posteriormenteCavalier-

Smith (1987) postuló que ciertosprotozoosanaerobiosdescendientesevolutivos de los

primigenioseucariotasanntocondnadosrequeríanunarevisióntaxonómica.Inicialmente,se

propusoun nuevoreino denominadoARCHEOZOA englobandolos tilos: Microsporidia,

Metamonada, Archamoebaey Parabasafia.

Enestesentido,losanálisisfilogenéticosusandosecuenciasdeARN ribosómico(Sogin,

1989),asícomoel análisisde secuenciasproteicas-ffictor deelongación1 a- (Hasegawael al.,

1993)hanpretendidoconfirmarla identidaddelnuevoremo.

No obstante,unaulterior revisiónmásprofUnda de los ARCH?EOZOArealizadapor

Cavalier-Smith(1993)conduceala exclusióndelosArchamoebaey Parabasaliadelgrupo,que

9
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vuelvenaperteneceral reinoPROTOZOA.Encuantoa los Parabasalia,dossonlos hechosen

que se fimdamenta tal decisión: la presencia de aparato de Golgi (dictiosomas)

excepcionalmentebiendesarrolladoy de hidrogenosomas.

Además,sehan señaladoevidenciasen el análisis filogenético de secuenciasde la

subunidad18S de ARNr queapoyanla teoríade quelos tricomonádidosno sonprimitivos

anjitocondriados,sino que su hidrogenosomapuede haber involucionado desde una

mitocondria(Cavalier-Smith,1987; 1990).Enlamismalínea,nuevascontribucionesmuestran

la similitud de secuenciasen proteínasestructurales,como las chaperoninas(cpn6o), de

hidrogenosomasy mitocondrias(Rogera al, 1996).La polémicaubicaciónde los Parabasalia

queda,de momento,resueltatrasel consensoalcanzadopor la mayoríade los expertosen

filogenia.

En cuantoa la historia evolutivade los Parabasalia,no existenevidenciasfósiles de

estosparásitos,aunqueenlos registrosdel Paleozoicosehanconservadoantecesoresde sus

hospedadores,unaespeciede termitasde haceaproximadamente330 millonesde años.

La figura2.1. representael árbolevolutivo de los Parabasilia(Brugerolle& Taylor, 1978).

Laprimeradescripcióncientíficade TrichomonasvaginalissedebeaDonnéen 1836:

“...animalículosen losmaterialespurulentosy enlos productosde secreciónde los órganos

genitalesdel hombrey de la mujer”. Recibió sunombrede Dujardin, un año mástarde(de

“Tricho”: pelo y “Monas”: zarandeado).Siendo Trichomonasvaginalis la especietipo del

género.

7?. vaginalishadadosunombrealordenal cualperteneceenla Sistemáticamoderna:

ordenTrichomonadida.Esteordensecaracterizaporunaparatolocomotorbiendesarrollado

(flagelosy cinetosomas),multiplicaciónporfisión binaria&leuromitosis)y nutriciónfagótrofa

u osmótrofa.

El orden Trichomonadidacomprendevarias especiesque parasitanlos tractos

digestivoso genitalesde cierto número de vertebrados.Este parasitismoes doblemente

10
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2.2.MORFOLOGÍA Y BIOLOGIA

La morfologíadel parásitoesmuy variable.Desdeaspectospiriformes, semilunares,

esferoidalesen medios líquidos, con una actividadlocomotriz muy intensa,hastaformas

anieboidesenmediossólidos(agar),quedisminuyensumovilidad.Losagentesquedeterminan

tal polimorfismo sonmúltiples: la flora bacterianaconcomitante,pH y presiónosmóticadel

entornoy la riquezade nutrientesdel medio.

El tamañode la especieenpreparacionesfijadasy teñidasesde 9,70±0,07 x 7,00 +

0,04 I.tm, produciéndoseun incrementode un tercio en los trofozoitosvivos (Honigberg&

Brugerolle,1990).

El aparatolocomotorpresentacinco flagelos, uno de los cualesesrecurrentey

constituyentefundamentalde un orgánulomotor complejo: la membranaondulante.Esta

alcanzala mitaddelcuerpo,presentandounalaminilla marginalperiódicaconectadaalprimer

cinetosomapor una estructurafilamentosa.Varios autorescomprobaronpor técnicasde

microscopiaelectrónicaqueel flagelo del parásitopresentaunaestructurade nuevefibrillas

periféricasy doscentralesrodeadaspor la membranaplasmática(Inoki et al, 1960;Nielsen

et al., 1966). Cadaflagelo naceen el extremo anterior del cuerpode un cinetosomao

corpúsculobasal.Loscuatrocorpúsculosbasalesdelos flagelosanterioresestándispuestosde

formaradialalrededordel quinto cinetosomaquedaorigenal flagelo posterior.

El citoesqueleto,confuncionesmotoras,reproductorasy detransporte,estáformado

por microtúbulos-de naturalezaproteica:actina y tubulina-. Originando la formaciónde

estructurascomoel complejopelta-axostilar,lacostay losfilamentosparabasales.El complejo

pelta-axostilar estáformado por una seriede microtúbulos,que seabrenen un capítulo

axostilarparaalojarel núcleoy el conjuntodeaparatosparabasales.Los microtúbulosdel

complejoestáninterconectadosporpuentesmicrofibrilares.LapeltarefUerzala pareddelcanal

perillagelar.Los filamentosparabasalesy los pequeñosfilamentosradiculareso laminillas

puedenejercerunaimportantefunciónenpreservarla integridaddeltricomonádidoal conectar

los cinetosomasentresíy aotraspartesde la célula.Lacostaestáasociadaalcinetosomadel
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especifico,encuantoalhospedadory al biotopo.Asíenelhombrepuedenobservarsecuatro

especiesdistintasdesdeelpuntode vistamorfológicoy biológico, ubicadasentresbiotopos

diferentes:Trichomonastenca(Miller, 1773)enla cavidadoral, Pentatrichomonashominis

(Davaine,1860)y Trichomitusfecalis(Cleveland,1928)eneltractodigestivoy Trichomonas

vaginalisDonné 1836,en el aparatogenitourmano.

FIGURA 2.1. Árbol evolutivode los Parabasalia.(Brugerolle& Taylor, 1977).

MONOCERCOMONAS

CALONYMPHE

TETRATRICHOMONAS

PENTATRICHOMONAS

TRITRICHOMONAS
TRICHOMJTIJS

HYPOTRICHOMONAS
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flagelo recurrente,estandorelacionadaconla membranaondulante,a la que sirve de soporte

mecanico.El sistemacinéticoy el de sosténdelflageladoestánunidospor fibras falciformes

y sin estriaciones,asociandoel cinetosomaconal menosdosfibras y el filamentoparabasal.

El núcleotieneun tamañoaproximadode 4 x 2 pm, esovaladoy situadoenlaparte

anteriordel cuerpocelular,un poco excéntricocon relacióna sueje. Presentagránulosde

cromatinadispersosy un nucleolo. El citoplasma,presentagran variedadde vacuolasy

vesículasrelacionadasconprocesosdeendocitosis,digestióny transporte,asícomo retículo

endoplásmicorugoso,ribosomaslibres,polisoniasy gránulosde glucógenoformandograndes

rosetas.

Loshidrogenosomassonlosorgénulosimplicadosenelmetabolismoenergéticodeeste

grupo de protozoos,que carecende mitocondriaspor su naturalezaanaeróbica.Fueron

descubiertosporLindmark& Millíer en1973y denominadosasíporencontrarseenellos los

enzimasresponsablesde la formaciónde hidrógenomolecular.Soncuerposesféricosde 0,5

a 1 ¡un queparecenformarsepordivisiónde los preexistentes(Nielsen& Diemer,1976).Por

ello, al igual quelasmitocondriasy cloroplastos,sonprobablementedeorigenendosimbionte.

Los equivalentesreductoresprocedentesde la oxidación,seeliminan vía formaciónde H2

molecular,o bienvíade maintoo acetato,dependiendode lapresiónparcialde CO2existente,

estasreaccionesmetabólicasacumulanenergíaenformade ATP.

La membranaplasmáticaesuna estructurade graninterés,ya que su composición

bioquímicapuedeestarrelacionadaconmarcadoresde patogenia.Sehanestudiadomediante

lectinasciertasglicoproteinasrelacionadasconla virulencia(Warton& Ronigberg,1983).Se

hacomprobadola existenciadereceptoressuperficialesparaproteinaspropiasdelhospedador,

relacionandoel hechoconsucomportamientopatógeno.

Lasfiguras2.2. y 2.3. muestranesquemasde la morfologíamicroscópicadelparásito

y fotograflasde microscopiaelectrónicade T. vaginalis.
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FIGURA 2.2. Esquemade la morfologíamicroscópica(a) y detalleultraestructural(b) de 7?.

vaginalis.

A.

MEMBRANA ONDULANTE

HIDROGENOSOMAS

ModificadodeWenrichD. H. y Emmerson,1993.J. Morphoí. SS:195. Diseñadopor Willianis
C. Obers paraFoundationsof Parasitology,(Scbmidt, O. and Roberts,L. 5., eds.). Times
Mirror/Mosby C. P., St. Louis,Missouri.

E. Detallede la morfología ultrestucturalde 7?.
vaginalis. 1-4 cinetosomasde los flagelos
anteriores,R: cinetosomadelflagelorecurrente.P:
pelta, Ax: axostilo, SL: lámina sigmoidal,PH,
PF2: filamentos parabasales. O: aparatode
Golgi, C: costa,N: núcleo.(TomadodeKulda,1.;
Nohynkova,E. andLudvik, J. Basicstructureand
funetion of thc trichomonad ccli. In:
TrichomonadsandTrichomoniasis,Pan.1 (Kulda,
J. and Cérkasov,J., eds.).ActaUniv. Carolinae-
Biol. 30, (1986),1987.

FLAGELOS ANTERIORES

FLAGELO POSTERIOR

CUERPO PARABASA¡

FIBRILLAS PARABASALES

COSTA

HIDROGENOSOMAS

AXOSTILAR ES

AXOSTI LO
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7? vaginalis sedividemediantefisión binaria, condivisiónnuclearpleuromitótica.El

cariotipoestáconstituidoporcinco cromosomas.Puedenexistirdivisionesnuclearesmúltiples

(veinte núcleoso más en las célulasgigantes),antesde que ocurrala citocinesis.Es un

fenómenoquesehavenidoasociandoalaexistenciade condicionesambientalesdesfavorables.

La alimentacióndelparásitotienelugarporpinocitosisy fagocitosis;enelprocesose

ve mvolucradalaestructuramicrotubular,formándosevacuolasalimenticiasdetamañodiverso

(Juliano& Bandeira,1985).El procesoesmásactivoenlos dosterciosposterioresdelacélula.

Lacapacidaddelprotozooparaingerirbacteriashallevadoaconsiderarsuposiblepapelcomo

transportadorde microorganismosincompletamentefagocitadosal tracto genital superior

(Keith et al., 1986).La fUenteesencialde energíaesla glucosaque estimulafUertementesu

crecimiento,siendootrosazúcaresutilizadosenmenorgrado,a excepciónde lagalactosay

la lactosa,queno parecenserutilizados.

La riquezade la cavidadvaginalen glucógenoy glucosapermitenexplicarla notable

multiplicación del parásitoen estemedio. T. vaginalis poseeenzimasque permitenun

metabolismoactivode losglúcidostantopor la víadeEmbden-Meyerhofcomoporelciclo de

laspentosas,siendocapazde fijar anhídridocarbónico.

7?. vaginalisno formaquistesderesistencia.Sinembargo,sepuedeobservarenvagina

y uretramasculina,asícomo enlos cultivos agotados,laexistenciade parásitosredondeados

e inmóviles sin flagelosvisibles,quealgunosconsideranformasde resistencia,denominadas

polimastigontes(Honigberg& Brugerolle,1990).LavisióntrastinciónMa>’ GrtinwaldGiemsa

haceevocarformasparasitariasenvíasde degeneracióny lisis, si no encuentrancondiciones

de mediomásfavorable.No parecen,por tanto,desempefiarunpapel de importanciaenlos

mecanismosde resistencia(Kuldaet al., 1987).

Deotraparte,los tricomonaspolinuclearesno puedenserconsideradoscomoformas

quisticas,dadasuescasaresistenciaa ladesecacióny a lasvariacionesde pH.Enla figura2.4.

sepresentael ciclo epidemiológicode 7?. vaginalis.
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2.3. MANIFESTACIONES CLiNICAS

7? vaginalisfUe consideradocomocomensal,desdesudescubrimiento(Donné,1836)

hastalos trabajosde Hóhneen 1916, quien aisló el parásitoenel flujo de unamujer que

padecíacolpitis aguda.Los efectospatológicosasociadosconla infecciónsonelresultadode

unacomplejainteracciónentreelparásitoy el hospedador.

La tricomonosisesuna enférmedaddel tracto urogenitalhumanode transmisión

venérea,que si bienno esgrave,produceun cuadroclínico muy variado,desdela banalidad

hastaostensiblessíndromespelviperitoníticos(Contreras,1984). Así, la cifra de casos

asintomáticosseaproximaal 40%en la mujer, aúncuandoel datopudieraincrementarseen

fUnciónde laformaciónhigiénico-sanitariade laspacientes,habiéndoseapuntadounamarcada

subjetividadenlaapreciaciónde los síntomas.

El periodode incubaciónvaríaentrelos cuatroy los veintiochodíasen la mujer.La

evoluciónde la enfermedadcursaconaumentoevidentedel exudadovaginal,prurito vulvar,

cistitisy disurialigera; lapresentaciónde lavulvaeritematosaoscilaentreel 10-20%de los

casos.La naturalezadel flujo vaginal dependede la flora bacterianaasociada,que causan

habitualmentevaginitis bacterianasdebidasal microentornoanaerobioque se genera.El

descensoenlaconcentraciónde Lactobacillusacidophilusobservadoin viti-o encultivoscon

2? vaginalis (McGrory etaL, 1994)demuestrala interaccióndelparásitoconla flora vaginal,

y podríaexplicarla disminuciónqueocurreen la tricomonosis.El flujo verdosomaloliente

clásicose produceenmenosdel 10% delas mujeresinfectadasy las metrorragiasentansólo

el 2%deltotal (Fouts& Krauss,1980).Puedehaberinflamaciónvulvar que,en ocasiones,se

extiende a la cara interna de los muslos. En algunasocasionesse producenmolestias

hipogástricas(Rein,1990)asícomoinvasióndelosconductosgenitourinarioscomo glándulas

de Bartholin,trompasde Falopio,glándulasde Skeney vejiga (Keith, 1988).Sehandescrito

localizacionespococomunes,comolaparteinfériordeltractourinario-uréteresy pelvisrenal-

(Trussell, 1947;Chappaz& Bertrand,1965),aunquela hipótesismásextendidaesconsiderar

pocohabitualla presenciadelparásitoenel tractourinario (Soszkaetal., 1973).

19



REViSIÓN BIBLIOGRÁFICA

A pesarde serconsideradocomoparásitode naturalezano invasiva,schadescritola

colonizacióndel parénquima-submucosay estroma-(Gardner,1988);trabajoapoyadopor

otrosposterioresquecorroboranlacapacidadinvasivade T. vaginalis (Gupta& Frost,1988).

En infeccioneslatentespuedellegar al cérvix uterino e incluso hay autoresque

relacionandichapresenciacon el desarrollode cierto carcinomade útero; el 10% de las

mujeresinfectadaspresentanalgúntipodeneoplasma(Kazanowska& Kuczynska,1986);ello

sugiereuna ciertarelación entre la biocenosisvaginal alteraday la tricomonosiscon los

procesoscancerígenos.Aunquela prevalenciade la tricomonosisesmásalta en mujerescon

carcmomacervical,larelacióncausalesconfusa(Krieger,1981).Sinembargo,enla actualidad

parecenexistir pruebasconcluyentesquedemuestrandicharelación(Zhang& Begg, 1994).

Así, en más de del 40 % de pacientescon cáncercervical invasivo sehan detectadopor

WesternBlot anticuerposfrente a 7? vaginalis (Yap et al., 1995), siendo los sueros

especialmentereactivosconproteínasinmunogénicasde membranade 92 y 115 kDa. Enun

intentode aclararla posiblecorrelaciónentre7? vaginalisy neoplasiacervical,Zhangy Begg

(1994)llevana caboun estudioestadísticosobrecasospublicadosenelperiodo1966-1993.

El análisisde los datosobtenidospermitea los autoresindicar que el riesgode neoplasia

prácticamenteseduplicaenlos casosde tricomonosis.

Las infeccionesasintomáticas,quevaríanentre9%-56%setornanensintomáticasen

un tercio de los casosen los seis primerosmeses(Rein, 1977).Esto puededebersea una

sobreinfecciónconcepasmásvirulentaso, segúnotrasfUentes,al hechodeque,la frecuencia

con que los síntomasapareceno se exacerbancoincid& con el periodo siguiente a la

menstruación.

El conjuntode signosy síntomasdela tricomonosisvaginalhumanaseresumenenla

TABLA 2.1. modificadade Rein(1980).
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En algunoscasosse ha descritoirritación, dolor uretral, dolor abdominal,disuria,

epididimitis y casosde infertilidad transitoria.La influencia sobrela fertilidad se debea la

probableacciónletal sobrelos espermatozoides(Zaremba& Szamarch,1979).

SegúnPetrinetal(1998),latricomonosisenelvarónpuedeencuadrarseenalgunade

las tres categoríassiguientes:1) portadorasintoniático,identificadopor la investigaciónde

contactossexualesconmujeresinfectadas,2) tricomonosisaguda,caracterizadaporuretritis

purulentay 3) enfermedadsintomáticaleve, queescínicamentesimilar a otrasuretritis no

gonocócicas.

Las niñaspresentanflujo vaginal (92,5%), sensaciónde ardor en vulva y vagina

(50,9%)y prurito (38,6%).En algunoscasosseproducedolor y sensaciónde ardor en la

uretra,poliuriay disuria.Lossignosmayoritariossonelenrojecimientovulvar(96,5%),colpitis

difUsa(51,3%),colpitis maculosa(35%) y dolorabdominal (16%).Otrossignosdestacados

sonlaerosiónvulvar y del cérvixuterino(Kumatowska& Komorowska,1990).

En reciénnacidosse ha aislado 7? vaginalis. Scharesy colaboradores,en 1982,

diagnosticantricomonosisurinaria en un niño de cinco semanascuya madrepresentaba

infecciónenel momentodel parto.Seha aislado7? vaginalisdeltracto respiratoriode dos

niñosde madreinfectada(McLarenetaL, 1983).

Se ha vinculado al parásito con manifestacionesclínicas derivadasde efectos

colaterales,como su capacidadde actuarcomo vectorde otras infecciones;sc ha citado

Candidacomo agentehabitualmenteconcomitanteconelprotozoo.En estalíneapareceser

muchomásfrecuentela coinfeccióncon Gardnerellay gonorreaquecon la levadura(John,

1988).

Por otro lado, el anclajede bacteriasa la superficiede los protozoospermitensu

transporteazonasinaccesiblesdeltractourogenital(Thomason& Gelbart, 1985).Ademáses

precisoresaltarlapresenciade Chlamydiaenel citoplasmadelparásito(Naib, 1984).
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Tambiénesnecesariosignificarla existenciadevirus enel interiordel flagelado(Flegr

el aL, 1987;Pindaketal., 1989 ; Wang& Wang, 1991 y Kengne,1994).Comoocurrecon

otrasETS, la infección por 7? vaginalis puedeaumentarla predisposiciónal virus de la

inmunodeficienciahumana(Cameron& Padian,1990;Lagaelal., 1993; 1994).Así Lagael

aL (1994)hancorrelacionadolaseroconversiónVIH+ enprostitutasconETSsno ulcerativas,

como la tricomonosis,probablementedebidoa la acumulaciónlocalde célulasinfectadaso

susceptiblesal VIH, comolinfocitos y macrófUgos(LagaelaL, 1991). Porconsiguiente,se

perfila un potencial panoramapatogénico, asociadoa 7? vaginalis, de importantes

repercusionesfisiológicas,terapéuticasy epidemiológicas.

2.4. MECANISMOSIMPLICADOS EN LA PATOGENIA

Aunque7’. vaginalis esla causamásfrecuentede ETS no vírica, los mecanismosde

patogeniano han sido todavíabiencaracterizados.Si sehacomprobadola implicaciónde

diversosprocesos,comolaadherenciacélula-célula(Arroyo etaL, 1992;GoIdy Ofek, 1992;

Alderete,1994; 1995),la hemólisis(KriegerelaL, 1983;DaileyelaL, 1990;Fiori elaL, 1993).

y la excreciónde fkctoressoluble,comolasproteinasaextracelulares(Arroyo y Alderete,1989;

Garbery Lemchuk-Favel,1994;Mallinsonel aL, 1994)y CDF-factordisgregadorde células-

(Garberel aL, 1989).Además,Ñctoresgeneralesdelhospedador,como elestadoendocrino

(nivelestrogénico)e inmune,asícomolas condicioneslocalesdeltracto urogenitalWH, flora

y glucógenovaginales),puedenmodificar la expresiónde la patogenicidadpotencialde las

cepas.

Larelaciónparásito-hospedadoresmuycompleja,y elampliorangodemanifestaciones

clínicasno puedenseratribuidasaunúnicomecanismode patogenia.Lamembranacelulardel

tricomonádidodebejugarun papelclave (Petrinel al., 1998),puestoque intervieneen la

adherencia,interacciónparásito-hospedadore incorporacióndenutrientes,procesosenlos que

intervienenlasproteínasy glicoproteínassuperficiales.

La adherenciade los tricomonádidosa lascélulasepitelialesde lavaginaesunpaso

crítico enal patogenia(Alderetey Pearlman,1984; Alderetey Garza,1985; Kriegerel al.,
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1985).En el procesointervienenproteínasde alto pesomolecular(Alderetc et aL, 1985)

denominadasadhesinas(Arroyo el aL, 1992), que se expresanalternativamentecon una

glicoproteinamuy inmunógena,P270(Alderete, 1988;Aldereteel al., 1992),lo quepermite

al parásitoutilizar la variaciónfenotípicacomomecanismodeevasiónde la respuestainmune.

Estudiosmás recienteshan demostradocómo efectivamenteen la colonizacióndel

tractogenito-urinariointervienencuatroadhesinas,denominadasAP6S,AP51, AP33 y AP23

(Engbringel al., 1996).Los estudiosde caracterizaciónde AP33 y APS1 (Aldereteel al.,

1998)han permitidoel hallazgode homologíassignificativascon la enzimasuccinil-CoA

sintetasa,lo que refUerzala ideade quecl mimetismomolecularpuedejugarun importante

papelenel parasitismopor 7’. vaginalis.Tambiénenel casode AP6Ssehacomprobadoque

los genesquecodificanlaproteínasonsimilaresa los quecodificanal enzimamático (O’Brien

elal., 1996).Laadherenciaa lascélulasdelhospedadorparecetambiénrequerirlapresencia

de cisteín-proteasas(Arroyo y Alderete, 1989).

Distribuidasporla membranadelparásitoexistenasimismounasproteínasqueactúan

comoreceptoresparalaminina,glicoproteinalocalizadaenlamembranabasaldelepitelio, con

propiedadesquimiotácticas(Costae Silva Fllho el aL, 1988)y fibronectina(Petersony

Alderete,1982),de membranasbasalesy suero.Aunquesehacomprobadoqueelparásitose

adhierein viti-o alaminina,y serecubrede fibronectinay otrasproteínasséricas,lo queocurre

enelhospedadory suposiblerelaciónconla patogeniay/o nutriciónno estáclara. Sí se ha

comprobado,por el contrario,la existenciay correlaciónconla virulenciade carbohidratos

superficiales(Choromanskiel aL, 1985),asícomoelpapelenlaadhesióndelectinasendógenas

sobrela superficiedeltricomonádido(Rousselel al., 1991).

A pesarde la variabilidaden las moléculasde adhesiónque exhibeel parásito,su

correlacióncon la virulenciano estáclara. Mientras algunosautoresencuentranamplias

diferenciasen la adherenciaa células del hospedadorentre cepasvirulentas aisladasde

pacientessintomáticos(Kriegerelal., 1990),otrosconsideranquelacitoadherenciapuedeser

unmarcadordepatogenia,habidacuentade lacorrelaciónexistenteentrelaadherenciain viti-o

acélulasHeLay la patogeniaexperimentalenratón(Escarioy GómezBarrio, 1990).
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Deotraparte,lacapacidadhemolíticadelparásitoseharelacionadoconsuvirulencia.

Ya que7’. vaginalisno puedesintetizarlípidos, loseritrocitospuedenser la fUenteprioritaria

de ácidosgrasos.Los parásitosmetabólicamenteactivos son capacesde lisar eritrocitos,

especialmentea pH 4,5 valor normalen la vagina(Fiori el aL, 1993), reduciéndoseesa

capacidadhemolíticaenpresenciade inhibidoresde cistein-proteasas(DalleyetaL, 1990).La

lisis parecemediadapor receptoresdemembranade eritrocitosy parásitosy ocurreen tres

fases: (1) interacciónligando-receptor,que permite al protozoounirse al eritrocito, (2)

liberaciónde proteínastipo perforinas-probablementecistein-proteasas,queabrenporosen

la membranaeritrocíticay (3) separacióndelparásito,seguidade la lisisdelhematíe.

En T. vaginalissehandescritoentre11 y 23 actividadescisteín-proteasasdistintas,la

mayoríalisosómicas(MullerelaL, 1988;Arroyo y Alderete,1989;Garbery Lemchuk-Favel,

1994;Provenzanoy Alderete, 1995).Eslógico pensarqueesasenzimasjueguensupapelen

la patogeniade la enfermedad.Ademásde su intervenciónen la lisis de eritrocitos, seha

comprobadoqueintervienenen la adherenciaa las célulasepiteliales(Arroyo y Alderete,

1989),puestoqueaquellaseve claramenteafectadatrasel tratamientodelos tricomonádidos

con el inhibidor de proteasasUCK (N-«-p-tosil-L-lisina clorometil cetona).Las cisteín-

proteasasdel parásitotienenademásla capacidaddedegradarIgG, IgM eIgA (Provenzano

y Alderete,1995),del hospedador,pudiendoasíevadirla respuestade anticuerpos.

Aunquelos mecanismosdependientesdelcontactojueganun papelsignificativo enla

patogénesisde 7? vaginalis, otros mecanismosindependientesdel contactoestántambién

implicados.La primeraobservaciónenestesentidosedebeaHogue(1943),quiencomprobó

los efectospatogénicosde productossolublesliberadosporel parásito.Posteriormente,otros

investigadoreshanapoyadolahipótesisdela participaciónde citotoxinassolubles(Honigberg,

1978; Alderete y Garza,1984), cuya existenciaexplica la hemólisisy la citotoxicidaden

ausenciade contactocélula-célula,enel modelodeestudiode Pindakel aL (1993).

Deotraparte,la descamacióndelepitelio vaginaleninfeccionesagwlas(Garberelal.,

1989)seharelacionadoconla secreciónde un &ctor soluble(CDF) que, in viti-o, produceel

desprendimientodemonocapasdecultivoscelularessin afectara la viabilidad de las células.
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Losautoresrelacionanesefactorconla patogenia,yaquePentatrichoinonashomints, especie

no patógena,no muestraactividadCDF. Dicha actividadse ve afectadaporel pH, siendo

óptima a pH 6,5, y desaparecepordebajode 4,5. Estehallazgotieneunagranrelevancia

clínica, ya que el pH normalde la vaginaes 4,5 y subepor encimade 5,0 durante la

tricomonosis.Esta elevaciónen el pH vaginal puedeser crucial en la patogénesisde la

enfermedad.Además,el nivel de CDF esproporcionala la severidadde la sintomatología

(Garber& Lemchuk-Favel,1990)y esinactivadopor suerohumanoinmune (Garberel al.,

1989). Su produccióndependeasimismo de la concentraciónvaginal de estrógenos,

disminuyendo¡ti viti-o, enpresenciade [3-estradiol.Esto explicaríael empeoramientode los

síntomascoincidiendoconla disminuciónde estrógenos,durantelamenstruación,asícomola

mejoríatrasla aplicacióndepelleísintravaginalesde estradiol(Lirosi y Guarascio,1972).

Endefinitiva, lavariabilidadde los mecanismosimplicadosenlapatogeniaestal, que

debenserconsideradoscomofactoresdeterminantesparala caracterizaciónbiológicade 7?

vaginalis. El diseño de modelosdc patogeniaexperimentalpermite la aproximaciónal

conocimientode la complejainteracciónparásito-hospedador.

2.5. EPIDEMIOLOGÍA DE LA TRICOMONOSIS

Latricomonosisesunade las enfermedadesde transmisiónsexual(E.T.S.)no vírica

más importanteen el mundo. Su distribuciónescosmopolitay afectaa todos los grupos

racialesy estratossocioeconómicos.Segúnlos datosde 1995,la OrganizaciónMundialde la

Salud(O.M.S.)estimaqueanualmenteseinfectan170 millonesdepersonas.Noobstante,por

no serunaenfermedadde declaraciónobligatoria,sino que inclusotiendeaocultarsedadosu

mecanismode transmisión,no existendatosepidemiológicosmuyprecisos.

Enlospaisesdesarrollados,comotodaslasE.T.S.,haestadosometidaaunmcremento

constante.En EE.UU.,el aumentoen 14 añosha sido del 33%,pasandode dosmillonesde

casosen 1974alos tresmillonesestimadosafinalesde la décadadelos 80; en 1981,sedieron

cifrasaproximadasdel48 % entrejóvenesingresadasenuncentropenitenciario(Bell el aL,

1985)y en1982,del33,9% enun internadodeadolescentesembarazadas(HardyetaL, 1984).
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Ya enladécadadelos 90, la incidenciaasciendea8 millonesdecasosnuevoscadaaño(OMS,

1995).En GranBretañaocupael quinto lugarentrelas enfermedadesde transmisiónsexual

(John, 1988)manteniéndosesuincidenciaenclínicasde estaíndoledurantelos últimosveinte

añosen torno al 30%. Segúndatosrecabadosdurantemásde 22 años(Krieger, 1981) en

clínicasde diversospaíses(Checoslovaquia,Inglaterra,Japón,Suecia,Poloniay USA), la

prevalenciamediasesituó enel 23%, con los valoresextremosentreel 5 y el 65%. La

incidenciade la enfermedaden mujeresen el periodoreproductivo varíadesdeel 2% enel

sectorprivado al 56% entrepacientesatendidasen clínicas de enfermedadessexuales.

Thomasonycolaboradores(1988)aislaron7? vaginalisdeun42%delasmujeressintomáticas

enhospitalde Milwaukee.

La prevalenciaosdila,engeneral,entreel 5%en las mujeresconparejaestablehasta

un 70%entrelas pacientesconE.T.S.,o inclusocifrassuperioresenlascomunidadesdealto

riesgo. La susceptibilidad,aunqueno la incidencia, se incrementaen las mujerespost-

menopáusicas,debidoposiblementealos cambioshormonalesy a las alteracionesepiteliales

resultantes.Asimismoy aunqueno estáclarala influenciade los contraceptivosorales,sí es

verdadqueeninkccionesexperimentalesenratonesporvíaintravaginalseconsiguenmayores

nivelesde infeccióncuandolos animaleshansido previamentetratadosconestrógenos.En

mujeresque tomancontraceptivosorales,la prevalenciade la tricomonosisesmenorqueen

aquellasqueno losutilizan (Krieger elaL, 1985;Lossick, 1990).

Segúnla revisiónefectuadaporKurnatowskay Komorowska(1990),durantelosaños

1956a 1983 la prevalenciade la tricomonosisenniñasde edadescomprendidasentreO y 18

años,semantieneentreel O y 14%sinapreciarseincrementosignificativoenlosúltimosaños;

la frecuenciade la infecciónesmayor,como cabeesperar,enadolescentes(21%),excepción

hechadeneonatos,paralosque sedancifrassimilaresalas presentadasenjóvenesde 14-15

años(12%).Enestudiosllevadosacabopor lasmismasautorasenPoloniaentre1960y 1985,

elporcentajemedio de prevalenciasesitúaenun 5-7%,en niñasexaminadasenunaclínica

pediátricaginecológicay en un centrode enférmedadesparasitarias,respectivamente;la

prevalenciade la infecciónenestegrupode poblaciónvadecreciendoenlos últimosaños.
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Es lógico pensarquelamayordifUsiónde informaciónsobreestetipo de enfermedades

y, sobretodo,la utilizaciónde preservativoscomo medidapreventivafrenteal SIDA puede

estarempezandoa controlarla incidenciade la inlécción.Sin embargo,entrepoblacionesde

alto riesgode adquirirETS,persistela necesidadde difUndir másin formación(Fleisherel al.,

1994).Además,segúnestosautores,delestudiorealizadoenconsultasginecológicasy clínicas

deplanificaciónfamiliarenBrooklyn, sededucequeunaproporciónconsiderablede las 1400

mujeresencuestadassiguenutilizando los preservativosmáscomocontraceptivosqueparala

prevenciónde ETS.

2.5.1.Métodode transmisión

La tricomonosisesuna antroponosisde transmisiónfUndamentalmentesexual.Este

mecanismoprioritarioha quedadodemostradoporvarioshechos.Enprincipio porla elevada

cargaparasitariaenlauretray/o próstatade lasparejassexualesde lasmujeresinfectadas.En

talescasos,la tricomonosisvaginalrecurrentesólo securacuandoseconsigueerradicarlos

parásitosdel tracto genital de los compañerossexualesde las pacientes.De otraparte, 7’.

vaginalisesmásfrecuenteen mujeresque acudenaclínicasde ETSsy enprostitutasqueen

vírgeneso postmenopáusicas.Finalmente,los flageladostienenunasupervivenciamuylimitada

fUeradelhospedador.

Comoel protozoono producequistes,necesariamentesetransmitecomotrofozoito,

por lo generalporvíasexual,habiéndosecomprobadola viabilidadde losorganismosdurante

3 horasenlaorinay durante6 enel semen(Gallai & Sylvestre,1966).Sin embargo,el hecho

de haberseencontradoorganismosviablesen inodoros,baños,piscinas,ropashúmedas-el

parásitose mantieneporespaciode 24 horasa350C segúnBurchy colaboradores(1959)-,

obliga a citar, aunqueseade modo teórico, estosmecanismosalternativoscomo posibles

fUentesde contagio.Sí estácomprobadala víaparenteral,como víano venérea,duranteel

parto.Losneonatossuelenserasintomáticos,aunquelas niñaspuedenpresentarflujo vaginal

o infeccióndeltracto urinario.Comoconsecuenciade estavíade transmisión,sehandescrito

intéccionespulmonaresen niños reciénnacidos(McLaren,1983).
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El principal factor de riesgo, en fUnción de la vía de transmisiónes,por tanto, la

actividadsexual;teniendola enfermedaduna mayor incidenciaenpersonasque mantienen

relacionessexualescon diferentescompañeros.Encuantoala edad,los mayoresnivelesde

infecciónse presentanen el periodo de máximaactividad sexual(25-29 años), si bien la

tricomonosisafectaamujeresdemayoredadconmásfrecuenciaquelagonorrea(Burchel aL,

1959);así,latricomonosissemantieneenunosniveleshomogéneosdesdelos 15 alos 30 años,

mientrasquela frecuenciade la gonorreava decreciendoenesteintervalo(Lossick, 1990).

Lasmujeresde razanegraparecensermássusceptiblesala infecciónpor 7? vaginalis

y, curiosamente,presentanun mayorriesgode contraerestaparasitosisquela gonorrea,al

contrariode lo quesucedeenla razablanca(Lossick, 1990).La utilizaciónde contraceptivos

oralesdisminuyela incidenciade estaenfermedad,siendo el factorde riesgo,segúnLossick

aproximadamentela mitad. La mujeresque hanpadecidoalgúntipo de enfermedadde

transmisiónsexual,presentanmayorpredisposiciónparaadquirir tricomonosis.

Siguiendoel articulo de PereaOrtíz y García-Orcoyen,“Trichomoniasisurogenital”

(1971), losmecanismosde transmisiónsepuedenresumir:

A. A travésdelcoito. Lamujerinfectada,alrealizarel actosexualconhombressanos

les transmitela infécción,y éstea suvezpuedetransmitirel flageladoa otrasmujeressanas.

Espor tantomásfrecuenteenpersonasdevidasexualmásactiva.El hombreesconfrecuencia

portadorasintomáticodel microorganismo,y puedetransmitirlode unamujer a otrapor vía

sexual,sin queaparezcanen el mismo,signoso síntomasde enfermedad.

B. El contactohomosexualentremujeres,podríaserotro mecanismodetransmisión.

Esteel casode unamujerconunahistoriadecuatromesesde elevadoflujo vaginaly prurito

vulvar. La pacientenegóel uso de vibradoreso de otros juguetessexuales,pero admitió

habersemasturbadoconsupareja(Sivakumarel al., 1989).

C. La promiscuidad,que incluye los contagiosque seproducenpor falta de una

educaciónhigiénica.No porsermenosfrecuentessonmenosimportantes.El usode prendas

contaminadas,toallas,esponjasuotrosobjetosdeusodomésticorecientementecontaminados

consecrecionesde unamujerinléctada,puedenser la explicaciónde losparásitoshalladosen
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mujeresvírgenesyniñas(Kessel& Thompson,1950).ParaBiagi (1980)los casosregistrados

enniñastienensuorigenenla promiscuidady la falta deaseo.Algunosautoresconsideranel

aguacomo un importantevehículoqueaumentala frecuenciade estaenfermedadparasitaria

enverano,por los bañosen laspiscinaso en el mar.

D. Ocasionalmente,secitancasosde lactantesqueseinfectanduranteelpartoal paso

por lavaginadelamadreinfectada.Teóricamentesoncasosmuy limitados.Tambiénesposible

queel organismopuedapersistirde unaformaasintomáticaduranteaños.Así, el diagnóstico

de unatricomonosisurogenitalen niñosantesde la pubertad,deberíacompletarsecon una

investigaciónde posiblesabusosdeshonestosen el niño, aunqueno sepuedadescartaruna

hipotéticainfeccióncongénita.

2.5.2. Factoresrelacionadosconla supervivenciadelparásito

1 .La humedad:En 1951 Whittington habla de la capacidadde este protozoo de

sobreviviratemperaturasinferioresa370C,pudiendopermanecerviableenel aguaduranteel

tiempo necesarioparapermitir la transmisión.Despuésde impregnartoallas con exudado

vagmal,aisló organismosvivos a los de 10-45 minutos.En otro de susexperimentos,y tra

haberinfectadoamujerescontoallasquepresentabansedimentourmariocontricomonádidos,

encontróqueun 37%(11) de lasmujeresinfectadaspresentabantricomonas,peroqueentan

sólo4 deellas(36%)pudo recuperartricomonasviables.

Honigberg y otros (1965) encontraroncon viabilidad variabledcl 8-100% de los

parásitos,despuésde unlargoperiododetiempoa-1960C. Fueradelorganismo,sin embargo,

Chestery colaboradores(1986)señalanque7? vaginalissucumbemuyprontoatemperaturas

superioresa 40 0C, no resistela desecacióno la luz solardirecta,y muereenel aguaenun

periodono superior a35 ó 40 minutos.No obstante,puedesobrevivirenesponjashúmedas

durantevariashorasy en la orinadurantemásde 48 horas.Portanto,aunquela transmisión

de la infecciónduranteel bañoespoco probable,esposibleun contagiovenéreoen baños

comunitarios,o cuandosecompartenutensilioshigiénicos.Atiasy Neghme(1984)incidenen

laposibilidadde que 7? vaginalis,al sobrevivirenambienteshúmedosdurante6horas,puede

transmitirseatravésde aguastermales,lavatorios,lavabos,toallaso ropainterior. El parásito
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puedesobrevivirhastaShorasenaguasatemperadasentre18 y29 0C, yaunpHentre4,9-7,5.

2. Anticonceptivosorales:La prevalenciade la tricomonosisen mujeresqueutilizan

algúntipo decontraceptivooral, esengeneralmenorqueenaquellasqueno losusan(Lossick,

1990).Pareceserqueel estadohormonalde la mujer,y sobretodo de la biocenosisvaginal

influyen en la supervivenciadelorganismo.Si la mujer seencuentraen un estadofuncional

endocrinononnal,existiráun buentrofismo vaginal,concélulasricasenglucógeno,unaflora

de Dóderleinadecuaday unpH vaginalácido,defensorestodosellosdecualquierintrusismo

parasitario(Pereay García-Orcoyen,1971).Siel protozoosetransmiteentalescondiciones,

puedemorir o bienpermanecercomosaprótito,o enúltimo casohacersedébilmentepatógeno,

en esperade algunaocasión en que las condicionespuedanhacersemáspropiciasparasu

desarrollo.

Enel casode existir unainsuficienciaestrógenica,yaseafisiológicao patológica,el

mediovaginalsevuelvemásreceptivoparacualquiertipode afección,deahíquelaprevalencia

de la tricomonosisdisminuyaen mujeresque tomananticonceptivosorales,ya que estos

aumentanlos nivelesestrogénicos.Enestesentido,Trussell,en 1947,encontróel 28,9%de

casospositivosenmujeresembarazadas,comparadoconel 17,9%enmujeresno gestantes,

atribuiblea quela concentraciónde estrógenosdisminuyeduranteel embarazo.

3. oH: Si el mediovaginalesneutroo débilmenteácido,los tricomonasencuentranel

pH ideal parasu desarrollo. Si es alcalino, igualmentese desarrolla,pero existiránmuy

frecuentementeotrasfloras asociadas.La acideznormalde la vagina(pH 4-4,5) evita la

infección,perounavezestablecidoel organismocausaunaumentode la alcalinidad(pH 5-6)

quefacilita sucrecimiento.

2.5.3. Factoresrelacionadosconla prevalenciade la enfermedad

A) Actividadsexual.Dejandoal margenlos posiblesmecanismosdetransmisiónsexual

en ausenciade actividadescoitales,pareceexistir una íntima relaciónentreel riesgo de

adquisiciónde E.T.S.y númerodeparejassexuales.Enestesentido,lasmujeresqueejercen

la prostituciónconstituyenun grupo de alto riesgode adquirir tricomonosis,y en general
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cualquierenfermedadde transmisiónsexual.En un estudiorealizadosobre86 prostitutasen

Soria,aparecióel protozooen 19 mujeres(22,10%)(Ulloaet al., 1993).

Lossick(1985)enun estudioenel quefrieronexaminadas24.529mujeres,señalaque

elporcentajede mujeresinfectadascontricomonas,-quemantuvieronrelacionesconmásde

unapareja sexualdurantelos 30 díaspreviosal examen-,fUe del 21,30%y no infectadas

19,00%;mientrasquelos porcentajesenlos casosde mujeresinfectadasconunao ninguna

parejasexualestablefUerondel 28,20%frentea no infectadas80,98%.

EnSokoto(Nigeria),durante1990 serealizóunestudiodirigido porOsisanya,sobre

432mujeres,las 49 (11,34%)muestraspositivasfUeronaisladasde mujeresconunaelevada

actividadsexual.

B) La edad.La edadinfluye de maneraindirectaen el indice de prevalenciade la

tricomonosis,estandoel hechoíntimamenterelacionadoconlosperiodosde máximaactividad

sexual.Así, los picosde incidenciasuelencoincidir conedadesenlas que sedaunamáxima

actividadsexualheterogénea.

Enel estudiorealizadopor Sánchez-Vegael aL (1993),setomaron800 muestrasde

exudadovaginalde lascuales25 (3,1%)fUerondiagnosticadaspositivamentedetricomonosis,

apareciendoelmáximoporcentaje(32%)enelgrupode 30-39años,seguidodelde20-29años

con24%.

C) La raza.Algunos autorescomo Jirovecy Petrú(1968),Caterall (1972), Reiny

Mtiller (1984)afirmanquelasmujeresderazanegramuestranun gradomayordetricomonosís

quelasde razablanca.Los datosrecogidosdeunestudiorealizadoa24.500mujeresentrelos

años1980-85,así lo corroboran.Aproximadamenteel 42,3% de los casosdiagnosticados

positivos,seencontraronenmujeresderazanegra,un 30%enmujeresdcotrasrazasy un 20%

enmujeresderazablanca(Lossick,1985).Enestesentido,entrelasencuestasepidemiológicas

realizadashayque destacarel amplio trabajode Miller y sus colegas(1989)en Baltimore

(USA), sobreunapoblaciónde 3.005 mujeresnegras.En pacientesmenoresde 29 añosla
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incidenciafUe del22%;enmujeresde30-59 añosdel69%y finalmenteenaquellasde másde

60 añostansóloseencontrarontricomonasenel 9%.

D) Uso de anticonceptivos.El uso de anticonceptivosorales, se asociaa una

disminucióndelriesgodepadecertricomonosis(vonBimhaumy Kraussold,1975; Braniley

y Kinghorn, 1979), debido a los altos nivelesde estrógenosno permitenla infecciónpor

7?vaginalis.

Lossick(1990)señalaque lainfecciónsedamásregulannenteenmujeresqueno usan

ningúntipode contraceptivo(34,5%)frenteaDIU (30,5%)ylapfldora(20,6%)enunestudio

sobre23.526 mujeres.

Noobstante,merecenuestraatenciónel trabajorealizadoporGanguliel aL (1989)que

enunestudioepidemiológicorealizadoenIndiasobre240mujeresqueusabananticonceptivos

y 80 queno losusabansostienelastesiscontrarias.Ambosgrupospresentabanunflujo vaginal

excesivoy seencontrarontricomonasenel 50 y 21,7%de los casosrespectivamente.

E) Infeccionespreviaspor otrasenfermedadesde transmisiónsexual.El padecero

haberpadecidootrasenfermedadesde transmisiónsexualaumentael riesgode contraero

padecertricomonosis.SegúnReiny Mtiller (1990),la incidenciade estaparasitosisesmucho

mayor en gruposde poblacióncon un alto gradode otrasE.T.S. En un estudioen Viena

(Austria)publicadoen 1991porKosianyJanisch,sobre445 mujeresexaminadasqueacudían

conregularidadaunaclínicaginecológica,un 7%presentaronmonointécciones,mientrasque

el 16% presentóinfeccionesconcurrentescon otros microorganismosdel tracto vaginal.

Tambiénseencontróunainterdependenciaentrela infecciónpor 7? vaginalisy el gradode

higienevaginalde las mujeresqueacudierona la consulta.

2.5.4. Prevalenciade la tricomonosisen lamujer

En la décadade los 80, segúndatosde Rein(1990),unos3 millonesde americanas

contraíancadaaño la tricomonosis. Aunqueera previsible un descensoen la incidencia,
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especialmenteenEE.UU.y EuropaOccidentalcomoconsecuenciadela mayorutilizaciónde

preservativosy de los antibióticosparaeltratamientode lasvaginitisbacterianas.En 1995,la

OMS dacifrasde másde 8 millonesde casosnuevoscadaañosólo enEE.UU.

A pesarde la infinidad de estudios que se realizansobrela prevalenciade esta

enfermedadtanto enmujerescomo en varones,prácticamenteensutotalidadprocedende

poblacionesdispersaso conalgúntipo deproblemas,talescomo pacientessintomatológicos

o personascon afeccionesde transmisión sexual. En mujeresasintomáticasasistidasen

consultasprivadas,lascifrasde prevalencia,mediantecultivo, sondel3 al 15%,mientrasque

entrelasprostitutasosdiladel50-75%(ChesteretaL, 1986).Losdatosqueseobtienenalazar

y en poblacionesamplias,son la excepción,y aquellosque podríanserde algunamanera

aclaratorioso válidos,sonnormalmentepocor4epresentativosde la situaciónactual.Deesta

forma, al realizarunarevisiónde la epidemiologíade estaparasitosisa nivel mundial, nos

encontramosconmuchosestudiosy una gran variedadde rangosde prevalencia.Algunos

puedenseragrupados,otrosno siguenningúnpatrón,por lo ¿pieesdifidil encuadrarlosbajo

ditérentesepígrafes.Teniendoencuentaquela incidenciadependede muchosfactores,como

la edad,actividadsexual,númerodeparejas,hábitossexuales,ETSs,ciclo menstrual,asícomo

la técnicadeexamen,recogiday diagnósticode laboratorio.Enlatabla2.2. sedanporcentajes

de prevalencia,en distintas encuestasefectuadasy las característicasmás sobresalientes

esquemátie ente:
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TABLA 2.2. Estudiosclínicosde tricomonosishumana(II)

—

Damiba,A.E. 1990* Ougadaugou, 127 Prostitutas 17,0
et aL Burkina Faso

Selíer, J.P. 1990* Área rural de 114 Embarazadas 48,0

of aL Botswana

Autor Año Lugar Número

pacientes

(Edad)

Síntomas o

caracteres

específicos

Prevalencia %

Sarwat,M.A;AI-

Shaibv

1987-

1992

Arabia Saudí 53784 Examen orina 3,9

Radha,P;

Jaykar,P.

1988* Visakhaptnam,

India

150

(15-70>

Leucorrea

(Máx.20-29>

11,0

Meijden,W.l.

cf aL

1988* PaIses Bajos 90 33,3

Atanu Ray

et aL

1989* India 100

50

Vaginitis

Sanas

11,0

0,0

Tanaka,T;

Kaned aY

1989* Japón 224 Aleatorias 8,5

Mason,P.R

et al.

1989* Zimbabwe 214 Parto reciente 19.0

Kadir,M.A.;

Aziz,L.J.

1989* Kirkuk.

Iraq

646 Flujo vaginal 8 ,0

Ganguli,G.

cf al.

1989* Allahabad,

India

24080 Flujo vaginal

Anticono. (1*)

No Anticone.

50,0

21,7

Davies,A.G;

Clay, J.C.

1989 Birmingham,

UK

110 14 ETS

Vid. violación

6,0

MiIIer.J.M.

of aL

1989* Baltimore,

USA

3.005

<29

30-59

>60

Mujeres de raza

negra

22,0

69,0

9,0

Osisanya,J.O.

el al.

1990* Sokoto,

Nigeria

432

20-29

Vaginitis por

tricomonas

Máx. actividad

sexual

11,3

36



REViSIÓN BIBLIOGRÁFICA

TABLA 2.2. Estudiosclínicosde tricomonosishumana
~4 k~’~s~ .

~ ~t Ano ~-Lugar.,~
~r<~v~-~- ~;~<

7-,

~Núnier6:

,t pacientes
—¡E~dá~dl <si

S

Síntoniaák~%~ ~PrevaIencia %

~ caracteres

es’4~cíficós~ ~

Kurnatows- Clínica 49

ka, A. of aL 1960- Lodz, 19024 pediátrica

(4*) 1985

Polonia

33133 Centro enferm. 7,0

parasitarias.

Karpdamdin,M 1975- Rzeszow, 18.772 Clínic. ginec. 5,4

cf aL 1983 Polonia (16-60) CIlnio. ETS 16,5

Mulcahy, E.: 1978- Leeda, 210 Chicas 16,0

Lacey, C.J.N. 1985 UK (12.16) adolescentes

Grygierczyk;

Lastowka,M

<3*)

1979- Polonia

1983

31842

(16-82) 34,0

Kad¡r, M. 1984 Iraq 300 Problemas 10,0

ef aL variados (2*)

Zmirou,D. 1984- Sureste 1022 6,0

of aL 1985 Francia

UrabeS. 1985 Fukuoka, 161 8,7

etaL Japón

Carneri,l. de 1985- Lombardia, 154 10,0

of aL 1986 Italia

UrabeS. 1986 Fukuoka, 123 Prostitutas 5,7

cf aL Japón

O’Farrell, 1987 Kwa-Zulu, 193 Patogenia 49,2

N. el al. Suráfrica sexuales

Embarazadas

Gardner,J.J. 1987- Perth, 209 Pacientes 0,5
(5*) 1988 Australia 108 Controles 0,0

(2-15>

Carneril. de 1987- Lombardia, 160 3,0

el al. 1988 Italia
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TABLA 2.2. Estudiosclínicosde tricomonosishumana(iii)

Autor Año Lugar Número Síntomaso Prevalencia%
pacientes caracteres

(Edad) específicos

Charles, 1991’ Nagercoil, 215 En clinicas ETS 40,9

S.X India (12-33)

OmerEE. 1991* Ktiartoum, 393 Flujo vaginal 26,5

el aL Sudan (16-65)

Kosian, K. 1991* Viena, Austria 445 Monomnfección 7,0

el aL T vag.~ otros 16,0

Ogbonna, 1991’ Jos, 250250 Mujer ciudad 37,6

C.l. el aL Nigeria Mujer campo 24,8

(Embarazadas)

Choubisa,S. 1991’ Rajasthan. 340 Vaginitis 70,6

Choubisa, L. India

Ózbilgin, A. 1922’ Turkey lOO Uretritis no 12,0

el aL <1 8-45) gonocócica

Cohn,M; 1992* Sheffleld, UK 1784 Al final de 30,0

Stewart,P. embarazo

Coulibaly. SO. 1992 Ougadougou; 167 Leucorrea 11,4

cf aL Burkina Faso

Borchardt, KA. 1992* San José, 100 57 CIínc.ETS 19,0

cl aL Costa Rica (18-70) 43 Hospitales 4,6

Peer, A.K. 1993’ Durban, 203 89 sint. 14,3

el aL Suráfrica (18-70) 114 asint.

Mujeres

diabéticas

isa, A.R 1993* Malasia 130 Mujeres 19,2

el al. drogadictas

Younis, N. 1993’ El Cairo, 509 Casadas no 18,3

el aL Egipto embarazadas

Sánchez 1993* México 800 Leucorrea 3,1

Vega,J.T. Prurito

etaL .________
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TABLA 2.2. Estudiosclínicosde tricomonosishumana<iv)

~~#»& ?~ ~ ~tti~s~4.~2r
ú tAutar«.~Á~Ano Lugar vNúmeró1 t~ ~Sintamaso’~ dPrevalencia%k~9

~ $Y~ ,t’t2•j4~ ~t~ÁflÁ¾ ~.;Ú~t’”%~. @acientést >tc~tá¿teresA4jf4
~0

,~*
bespec¡ficos

úZ<E~di¿iYÁ~1
Das, A. 1994* Caícutta, India 418 202 F. vaginal 15,1

el al. (48.32%)
Prostitutas

Pal, N.K. 1994* Calcutta, India Prostitutas 11,1

eta!

Krieger,J.N. 1995 Seattle 447 o’ Población de

(EE.UU.) riesgodeE.T.S. 11,0

54% descarga

uretral

Jamison, J. H. 1995 Colorado 634 Adolescentes 5,4

el al. (EE.UU.) Papilomavirus

Kiufio, C. A. el 1995 Papúa Nueva 206 Pacientes 19,0

al. Guinea Estudio

Demográfico

Borchardt, K. A. 1995 5. Francisco 204 o’ Pacientes 12,0

el al. (EE.UU.) (17-72) Sed. urinario

Zhang, Z. F. 1995 Jingan 16.797 Diagnóstico 2,5

<China) (>25) cervical

«Alohso-Sanz, M. 1996 Madrid - 133 - Reclinas 32,0

efe!. •~. (España) arad ETS

Tanyuksel, M. cf 1996 Ankara 225 Prostitutas 25,0

aL (Turquía) legalizadas

Rivera, L. R. cf 1996 Cuernavaca 405 Epid. mujeres 1,7

al. (México) jóvenes

Ledru, 5. el al. 1996 Bobo- 223 Infecciones 27,8

Dioulasso genitourinarias

(Burkina

Fasso)

Brito, E. E. of aL 1996 Amazonia 80 Indios brasileños 7,3

(Brasil)
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TABLA 2.2. Estudiosclínicosde tricomonosishumana(y)

Autor Año Lugar Número Síntomaso ¡ Prevaleñcia
pacientes caracteres % -

(Edad) específicos -

Wííson, T. E. cl 1996 Nueva York 332 Riesgos de ETS 23,4

aL (EE.UU.) gestantes en gestantes y

1069 no gestantes 17,7

controles

Tiwara T. ele!. 1996 Papúa Nueva 444 Ámbito rural 46,0

Guinea

Wiíkinson, D. el 1997 Híabisa 189 Clínica de 26,1

al <Suráfrica) (~ = 25) planificación

familiar
Asintomáticas

Yereli, K. eta! 1997 Manisa 207 Flujo vaginal 13,1

(Turquía)

Morrison, C. 5. 1997 Lusaka 58& Casados 14,0

cf aL (Zambia> 41~ ETS

Dowe, G. el aL 1997 Kingston 129 Prostitución 0,0

(Jamaica)

Spinillo, A. cf aL 1997 Pavia 148 Clínica de 37,8

(Italia> (>65) Obstetricia y

1564 Ginecología 53,3

«65)

Jackson, D.J. el 1997 Nairobi 504 Trabajadores 6,0

aL (Kenya) transporte

Passey, M. cIa! 1998 Goroka Ámbito rural 48,0

Papúa Nueva

Guinea

Mayaud, P. cl 1998 Mwanza 660 Gestantes 16,0

aL (Tanzania)

Ramjee, G. cl 1998 KwaZuíu Natal 145 Prostitutas 41,3

al. (Suréfrica)

Shuter, J. cf aL 1998 Nueva York 213 Reclusas 48,9

(EE.UU.> gestantes
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TABLA 2.2. Estudiosclínicosde tricomonosishumana

ttÁAutor~ 4jj¿<j ~ ti-¿H4tt~ ~ ~ ugaQt§. ~ ~Síntomaso “ Prevalencía~~, ~ -‘ ~ ~
pacientes?~<caracteres

“ lEdad) ~específicos V -V ~

Schnetder H el 1998 Johannesburgo 249 Área rural 18,0

aL (Suráfrica) Planificación
familiar

Barberis, H. cl 1998 RIo Cuarto 1060 Estudio de ETS 17,3

aL (Argentina)

Minkoff, Hl. of 1999 Nueva York 292 Prevalencia de 10,3

a!. (EF. UU.) VIH+ desórdenes
ginecológicos

en VIH+

Fortenberry, J. 1999 Indianápolis (15-19) ETS entre >40,0
O. cf aL (EE.UU.) adolescentes

(*) Lasfechasseñaladas,indican elaño enque se publicó el estudio.

Datosaclaratoriosdelarevisión:

(1*) Se estudiaronlos frotis vaginalesde240mujeresqueusabananticonceptivosorales,y quepresentabanun alto flujo

vaginal.El 50%delasmujeresexaminadasteníano padecíantricomoniasis,encomparaciónconel 21.7%de80 mujeres

queno usabananticonceptivosorales.TantoCandidasp. comoTrichomonas vaginalis frieronmáscomunesenmujeresde

bajostatussociocconómicoyenmujeresquehabíantenidotreso cuatroniños,queenmujeresdealto statuseconómico

yenmujeresnulíparas.

(2’) Todaslas mujeresqueparticiparonen el estudioestabancasadas,1/3 eraninfértiles, y el restoselamentódeun

excesivoflujo vaginal duranteel embarazo,oduranteinusualesperíodosdetiempotrasel parto.

(3’) Las muestrasdeúteroy uretraprocedentesde31.842mujerescon edadescomprendidasentrelos 16 y los 82 años,

fueron examinadasen el Hospital Byton, en Polonia,entrelos años1979 y 1983. En estoscinco años,se produjoun

extraordinarioaumentodela prevalenciadelatricomoniasis:de5.9 aun 34%.

(4’) Entrelos años ¡960y 1985, seestudiaron19.024chicasconedadescomprendidasentre0-18años,enunaClínica

Pediátricay Ginecológica,yenun CentrodeTratamientodeEnfermedadesParasitariasy Micóticas,enLodz, Polonia.Se

pudoobservarde2 a6 vecesmenoscasosdetricomoniasis,en los dosgruposenesoscincoañosdeestudio.

(5’) La flora vaginalde209niñas,fue estudiaday comparadaconun grupocontrolde 108niñas,enla UnidaddeAbusos

Sexualesaniños,enel HospitalparaniñosPrinccssMargaret,Perth,OestedeAustralia,entreEnerode1987y Diciembre

de 1988.De los 209 casos,tansólo unoserevelócomopositivo,y dentrode los 108controlesno aparecióninguno.
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2.6.TRATAMIENTO DE LA TRICOMONOSIS

Enel año 1954,el laboratoriotbrmacéuticofrancésRhóne-Poulencencontróunnuevo

agentetricomonicidaelestudiarunagranvariedadde antibióticos,antimaléricosy amebicidas

(Lossick, 1990). Dicho agenteprecursorde los 5-nitroimidazoles,recibió el nombrede

metronidazol(1-(2- hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol),aunqueno fuehasta1960cuandose

comercializóconel nombrede Flagyl®.

Conanterioridad,el tratamientodelatricomonosissereducíaala aplicaciónde agentes

tópicose irrigacionesvaginalesde escasovalorterapéutico.Entrelos compuestosempleados

se encontraban:sales arsenicales(compuestosinorgánicos), ácidosy tiosemicarbazonas

(compuestosorgánicosacíclicos),carbasonas(compuestosorgánicosisocícicos)ynitrofbranos

(compuestosorgánicosheterocídicos),y sobretodo, la azomicina,aisladade Streptomnycesy

que,envirtud de suestructura,fue el verdaderoprecursorde los 5-nitroimidazoles.

El compuestocabezadeserieeselmetronidazol,experimentalmenteensayadoen 1959

por Cosary Julou, y llevado a ensayosclínicos de tipo II un alio más tarde.El segundo

nitroimidazol,el nimorazol,fue descubiertoenItalia en 1969 (Carneria aL, 1969), y poco

despuéssurgió el tinidazol (Miller a aL,1969). Otrosnitroimidazolesmásrecientessonel

ornidazol,secnidazol,carnidazol,misonidazoly satranidazol.A pesardeello, el metronidazol

siguesiendoelmásutilizadoy seconsiderael tratamientoestándarparalasinfeccionesdc T.

vaginalis.

La dosishabituales250 mg porvíaoral, tresvecesal díadurante7 días,o unadosis

única de 2 g Tanto al pacientecomo a su compañero/asexual;ya seansintomáticoso

asintomáticosdebensertratadosparaprevenirla reinfección.

2.6.1. Estructuray propiedadesfisico-quimicasdemetronidazol

41CH,CH,OH
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Estructura:

Propiedades:

Presentacion:

Puntode fusión:

Solubilidad:

1 -(2-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol.

P.m.: 171,2.

Polvo cristalino e inodoro de color amarillopálidoo blanco.

159-1620C.

1/100enagua,1/200enetanol,1/250encloroformo,solubleen

ácidos diluidos, ligeramentesolubles en éter, escasamente

solubleen dimetilformamida..

2.6.2. Espectroantiinfeccioso

Metronidazolesmuy activo frenteala mayoríade lasbacteriasanaerobias.Esactivo

frenteabacilosanaerobiosGramnegativosno fonnadoresde esporas,bacilosformadoresde

esporasy cocosGrampositivos.

LasbacteriasGrampositivasno esporuladassonbastantesresistentes.Es másactivo

frenteaciertosanaerobiosfacultativos.La mayoríade las bacteriasaerobiassonresistentesal

compuestonitroimidazólico.

Presentaacción antiprotozoósicafrente a T. vaginalis, Tritrichomonasfoetus,

Entamoebahistolyticay Giardia larnblia. Es ineficaz frentea hongosy levadurasdel tipo

Candidasp.

2.6.3. Uso

Seempleaenel tratamientode la tricomonosis,amebosis,giardiosise infeccionespor

anaerobios.También,comoprofilácticoencirugíaintestinalasociadoavecesconkananiicina

y encasode vaginitis no específicas.Así mismo,seutiliza comocoadyuvanteen radioterapia

del cáncer,debido a su efectoradiosensibilizadoren célulashipóxicaspero no en tejidos

normalmenteoxigenados,junto conel hechode que sugrupomtro escapazdc reaccionar

rápidamenteconradicalesorgánicoslibres generadosporradiación.Tambiénsehaempleado

enel tratamientodel alcoholismoya quetieneun efectosemejanteal disulfirano.
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2.6.4.Mecanismode actuaciónde los 5-nitroimidazoles

Los nitroimidazolesno soncitocidaspersepor lo que requierensermetabolizados

(Reine& McGregor,1993).Metronidazolpenetraenel protozoopor difusión pasivay es

activadoenlos hidrogenosomas.El gruponitro esreducidoanaeróbicamentepor la enzima

piruvato-ferredoxínoxidorreductasa,dandolugararadicalesnitrocitotóxicosquereaccionan

conelADN (Tocher& Edwards,1994),interrumpiendola síntesisde ácidosnucleicos,lo que

producefinalmentela muertedelorganismo(Ingset aL, 1974).

Lagranespecificidaddelmetronidazolfrenteamicroorganismosanaerobiospareceser

debidaa que en los organismossensibles,la ferredoxinao proteínassimilares(flavodoxina)

actúancomotransportadoreselectrónicos,y cuandoseproduceunainteraccióndelgruponitro

del metronidazolconel sistemaredox,la ferredoxinaesoxidaday el gruponitroimidazoles

reducido.La reducciónhacedecrecerla concentraciónintracelulardeproductoensuforma

oxidaday permiteun aumentode la captacióndel f~nnacopor la célula (Ingset aL, 1974).

Dichacaptacióndepende,portanto,dela concentraciónextracelularde metronidazol(Miller

etat, 1978).

T. vaginalisproduceH2y CO2apartirdepiruvato,tratándosedeunareacciónpiruvato

deshidrogenasa-ferredoxinoxidorreductasa,como se demostróen Tritrichomonasfoetus

(Marczak et aL, 1983). En este tipo de reacciónel piruvato se combinacon fosfato,

produciendoacetil fosfuto, ‘~2 y CO2,y requierecoenzumaA y ferredoxina.

Deestaforma,metronidazoly otrosproductosanálogosencondicionesde anaerobiosis

no sólo impidenla síntesisde ADN, al inhibir la captacióndetimidina, sinoquepromuevenla

degradacióndel existentepor rotura de la hélice sobre los restos de adeninao timina,

mayoritariamentesobre esta última. Así se explican las diferencias en cuanto a las

concentracionesletalesentreT. vaginalis o Entamoeba histolytica y Rhodopseudornonas

acidofila, querequierendosis25 vecesmayores,en virtud, probablementedelporcentajede

A+T enelADN de estosorganismos,quesesitúaenun 70%paralos primerosy enun 35%

parael último (Edwardset aL, 1974).
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Se han citado varios factores que afectanal mecanismode acción de los 5-

nitroimidazoles;uno de ellos es la presenciade oxigeno que, cuando se mantienea una

determinadapresión parcial, actúa como detoxificante,reoxidandoal grupo nitro para

regenerarel compuestoinicial, lo que retardaríala entradaal interior de la célula de más

~rmaco(Pérez-RayeselaL,1980).Porestarazón,loscompuestosconmayorpotencialredox,

como sontinidazol y satranidazol,mejoranla actividadantitricomoniásicadel metronidazol

(Gowrishankarel aL, 1985).

Igualmente,los organismosquepresentenoxidasasde altaafinidadretiraránel oxígeno

delentorno,impidiendola reoxidaciónal compuestoinicial. No obstante,el efectoinhibidor

del oxígenoesmenordel esperado,ya quelas hidrogenasascitosólicas,NADH y NADPH,

fiancionancomo secuestradorasde oxígeno,asegurandoun ambientemásreducidoen los

hidrogenosomas.El nivel deintracelularde tioles, en particularde glutation,quedisminuyela

citotoxicidadde los fármacos(Shrieveel aL, 1984)y la capacidadde reparacióndelADN son

otrosde los factoresquemodificanel efectode los nitroimidazoles.

Aunquelos ensayosclínicosno hanmostradodiferenciassignificativasde eficaciaentre

los distintosnitroimidazoles,tanto in viti-o como iii vivo los compuestosconmayorpotencial

redoxhanmostradomayoreficacia,enespecialsatranidazol,el nitroimidazolmás reciente.

2.7. CRIBADO FARMACOLÓGICO IN VITRO FRENTEA T. vaginalis

2.7.1. Cribadofarmacológicoin viIi-o frentea T. vaginalis

La crecientepresenciade tricomonosisresistentesal tratamientocon metronidazol,

ampliamentedocumentadaenEuropa,U.S.A. (Heyworthel aL, 1980;Muller el aL, 1980;

Taylor-Robinson& Street,1982; Dombroskiel aL, 1987) y enAsia (Sucharitet aL, 1979;

SithithawornelaL, 1989),losefectossecundarioscomonaúseas,vómitosy anorexia(Lossick,

1990)y los efectosadversosmutagénicos(ihan, 1982)y carcinogénicos(Friedman& Selby,

1989,Zhang& Begg, 1994)quesehanvenidopaliando,parcialmente,conel diseñodenuevos

5-nitroimidazoles,parecenjustificarplenamentela incesantebúsquedadeprincipiosactivosde

eficaciaantiparasitaria,a travésdel modelo experimentaly la posteriorelucidaciónde la

44



REViSIÓN BIBLIOGRAFICA

relación estructura-actividad.No obstante,puedenexistir otras causas,de naturaleza

terapéuticaenlos hipotéticosfracasosclínicosfrenteala infecciónpor77 vaginalis,comoson

el hechode que amboscomponentesde la parejasexualnecesitansertratados;o bien de

naturalezafisiológica,comopareceserlapobreabsorcióndemetronidazol(KaneelaL, 1961),

o la destruccióndel fármacoporbacteriaso levaduraspresentesentrela flora intestinalo

vagmal(Nicol, 1966).

Sin embargo,MeingassnerelaL(1978),realizandoensayosdequimiosensibilidadfrente

a 7’. vaginalis en condicionesaxénicas,demostraronque persistenlas cepasrefractariasal

tratamientoconmetronidazol.

La alta variedadde ensayosfarmacológicos¡ti vitz~o que empleandistintosmedios,

cepas,inóculos y, sobre todo, condicionesexperimentalesdificultan la comparaciónde

resultadosendiferentescondicionesdetrabajo.Enlatabla2.3., acontinuación,serecogenlos

criteriosde evaluacióny expresiónde la actividadtricomonicidamás interesantesque, en

mayor o menormedida,haninfluido en la metodologíaseguidaenestetrabajo.

Losúnicosinconvenientesdelos métodosde cribadofbrmacológicodescritosparecen

serla laboriosidaddelrecuentomicroscópicodirectoen hemocitómetroy ciertasubjetividad

enlavaloraciónde la viabilidadde los tricomonádidos.
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Cerkasovováel al. (1988)propusieronla estandarizaciónde las condicionesparael

cribado farmacológico in viti-o, recomendandola utilización de cepascatalogadasen la

A.T.C.C. Asimismo, se sugiereque los ensayosin vitro debenrealizarseen condiciones

axénicas,enpequeñovolumen(0,2ml) y conun tiempode exposiciónóptimo de 48 horas.El

inóculo sugerido,para la cantidadde medio sefialada,debeser aproximadamente75.000

organismos/pocillo.Estaspremisasestablecidasencondicionesacróbicaspuedenextrapolarse,

segúncreemos,al ensayoquimioterápicoencondicionesanaeróbicas.

2.7.2. Contribuciónde los extractosvegetalesen el desarrollofarmacológicode

antiprotozoósicos

El uso de la medicinatradicionalestáampliamenteextendidoentodo el mundoy las

plantas,componentesdeexcepcionalprotagonismoendichasprácticascurativas,representan

unaimportantefuentedenuevoscompuestosestructuralesquesirvenparadirigir eldesarrollo

de nuevosfirniacos(Herasel aL, 1998).

La industria fbnnacéuticaen la actualidaddirige grandesesfUerzosal hallazgode

nuevoscompuestosconactividadesbiológicasespecificas,medianteel cribadofannacológico

de extractosdirectosde plantas.Unavez quesedeterminaque estosextractoscumplenlos

requisitosde actividadmínimaadecuados,seobservasi suevaluaciónsecundariaseadaptaa

los requerimientosnecesarios(COTEC, 1997).

Cuandosellega aestepuntohayqueutilizarunametodologíaquepermitaidentificar,

lo antes posible, los compuestosya descritospara que el esfuerzo de aislamiento y

determinaciónestructuralsecentreúnicamenteenlassustanciasverdaderamenteinteresantes.

Paracumplir estosobjetivosserequiereunapurificaciónrápiday simplede las muestraspor

cromatografiaenfasesólida,y parala obtenciónde la infonnaciónestructuralesaconsejable

la cromatograflade gasesy la espectroscopiade masas.Los compuestosobtenidosy

caracterizados,constituyenlabasesobrelaqueserealizanaposteriorilasmodificacionespara

mejorarsuactividadbiológica,conel fin deconseguirel agenteterapéuticomásapropiado.
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Siguiendo esta metodología, alcaloidesde la berberina (Berberis arista(a) han

demostradosueficaciaexperimentaly clínicafrenteala leishmaniosisvisceral(DasGupta&

Dikshit, 1929; Ghoshel al., 1983, 1985; Vennerstromel aL, 1990) y cutánea(Dcvi, 1929;

Putzer, 1934; Neal, 1964), asimismoseha comprobadosu actividadfrentea la giardiosis

(Gupte, 1975)y la amebosis(Subbaiah& Amin, 1967). Recientemente,seha evaluadoel

efecto de la berberinasobre cultivos axénicosde protozoosde metabolismoanaerobio

(Entamoebahisbolydea,Giardia lamblia y Trichomonasvaginalis),mostrandosupotencial

actividadinhibitoria delcrecimiento(KanedaelaL, 1991).

González(1990)ensaya17 extractosnaturalesde plantasautóctonasde Chile frente

a formas sanguíneasde 77 cruzi in vi»’o a 40C por el método de Cover (1982). Entrelos

extractosconactividadtripanocidamásrelevante,en lascondicionesexperimentales,señalan:

Gelidiumpusilum(Gelidaceae),Myrogloia glandis(Chordariaceae),Bacharisboliviensisy

Seneciograveolens(Compositae).Porsuparte,Cardoso(1990)ensayaiii viIi-o 48 extractos

alcohólicosde especiesde plantasde la familia Compositaeautóctonasde Brasil contra

tripomastigotessanguíneosde lacepaY, obteniendolisis total conlos extractosde Pluchea

quiloc y de Trixis vauthieri.

Por suparte,la recuperaciónde la medicinatradicionalatravésde la aplicacióndel

métodocientifico (cribadot~rmacológico)hapermitidorestituirprincipiosactivospresentes

en elacervoculturaldesdesiemprey completamentevigentes.

En este sentido,bastecomo ejemplo los estudiosetnofarmacológicosde plantas

guatemaltecasrealizadospor Cáceresel al. (1998), sobre los extractos vegetalesde

Neurolaenalobata, Solanumamericanum,Acalyphagualeinalensis,Petiveria alliacea y

Tridaxprocumbensconpropiedadesantiprotozoósicas,frentea Trypanosomacruzi. Tales

ensayossecompletanconlos de Bergery colaboradores(1998),querealizanel cribadofrente

aformastripomastigotey epinmstigotede 77 cruzídestacandolasmismasespeciesvegetales.

Desde1990, sevienendesarrollandoen España,a travésde ASAC Pharmaceutical

InternationalA.LE., proyectosde I+D encaminadosal estudiocientífico de plantasde la
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medicinacentenariadelos indígenasamericanosprocedentesdeIberoamérica,enelprograma

IBEROEKA 003. En particular, con el título “Cribado y aislamiento de principios

farmacológicamenteactivosde plantasiberoamericanas”seestableceun proyectocuyos

objetivossonla selecciónetnobotánicae identificacióntaxonómica;laextraccióny ensayos

básicosde actividad, y el fraccionamientoy valoración de actividadesfarmacológicas:

antitumorales,antivirales,antiintlaxnatorias,inmunomoduladorasyantiparasitariasdeextractos

vegetales.

Delas 60 plantasestudiadas,seencontróactividaden 12 de ellas,lo quedio origena

unasegundafasedelproyectoIBEROEKA 003, cuyo objetivo esel “A islamienloy análisis

de los principiosactivosseleccionados“, el fraccionamientode los extractossellevaa cabo

por distintastécnicascromatográficas.En estanuevaetapaseincorporóel estudiode 30

nuevasplantas,iniciandosuinvestigaciónen 1996(COTEC, 1997).Nuestraaportaciónenel

proyectohaconsistidoeneldesarrollodelcribadofarmacológicoantiparasitario,enparticular

sobre77 vaginalis;cuyosresultadossepresentanenestaMemoria.

2.8. MODELOS MURINOS DE PATOGENIA EXPERIMENTAL DE

Trichomonasvaginalis

Laprimerainfecciónexperimentalcon 7’. vaginalissedesarrollóconéxito enratones

de laboratorio (Mus musculus,L.) por Schnitzeret al. en 1950. Estosautoresrealizanlas

primerasdescripcionesdelaslesionesprovocadasenel ratónporelprotozootrasinoculaciones

de tipo subcutáneo,intraperitoneale intramuscular.Actualmentenumerososinvestigadores

usanroedoresde laboratorioen estudiosde interaccionesparásito-hospedador,ensayosde

virulenciay cribadofarmacológico.El ratónhasido el animalmásampliamenteutilizado pero

tambiénratas,cobayosy cricetosdorados.Las rutasde inoculaciónmás frecuentesson la

intraperitoneal,subcutáneae intravaginal.

La literaturaalrespectoesabundante;no obstante,sepuedeseñalaraTrusell(1947),

quienrecogelos datosinicialessobrela experimentaciónanñnalcon 77 vaginalis.Despuéslos

objetivosfueronrevisados(Scbnitzer,1963;Michaels,1968;JfrovecetaL, 1968;Meingassner
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et aL, 1981),pasandoautiizarseconmayorénfbsis los animalesde laboratorioenensayosde

quimioterapiaexperimental.LarevisiónmáscompletapublicadaperteneceaHonigberg(1978).

Sin embargo,no todoslos datosobtenidosenla experimentaciónanimalcontribuyen

significativamenteal conocimientode la enfermedady del parásito.El complejo ambiente

vaginal,cambianteen lúnción delciclo hormonaly de la respuestadelparásito,dificilmente

puedeencontrarcomparaciónen la experimentaciónanimal(exceptoenalgunosprimatesno

humanos).

La elecciónde un modeloanimalparael estudiode la tricomonosishumanaesdificil

de realizarsatisfactonamente.Las infeccionesintravaginalesde animalessimulanenmayor

medidala enférmedadhumana,peroel parásitoprovocacondicionesdistintasa lasdeltracto

genitourinariohumano.Las infeccionesectópicasexponenal parásitoa la respuestadel

hospedadorqueno ocurreen el sitio natural.Los modelosanimalespuedenproporcionamos

valiosainformación,sisetienenencuentaaspectosespecíficosdelalocalizacióneinteracción

parásito-hospedador.Porotraparte,el conocimientodellímite de los modelosnospermitirá

establecerinterpretacionesmásadecuadas.

2.8.1. INFECCIONESVAGINALES

Los modelosexperimentalesde infección intravaginalde T. vaginalis proporcionan

maniléstacionessimilaresa lasqueseseflalanen latricomonosisurogenitalhumana.Estaruta

deinoculaciónpresentanumerosasdificultadestécnicasy sehallevadoacabo,engeneral,con

limitadoéxito. Seharealizadoenmono,cobayo,cricetodorado,ratay ratón.Elpretratarniento

del ratón con estrógenoses esencialparaque prendala infecciónexperimental,pero la

ovarectomíano esnecesaria.A pesarde todo, la susceptibilidadde los animalesde laboratorio

a la infecciónintravaginalestásupeditadaasuestadoendocrinoy la usede suciclo sexual.El

reconocimientoerróneode estaspropiedadespuedeserla ti.ienteprincipalde dificultadesal

infectar los animales.Datosbásicossobre la fisiología reproductivade los animalesde

experimentación,que puedenserde interésparael establecimientodel parásitode forma

intravaginal,serecogenentrabajoscomolosdel IJFAW (1976)o de Melby y Altman (1974).
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Paraelestablecimientointravaginaldela infecciónexperimentalde7’. vaginalisenratón

(Musmusculus,L.) (Wildfever, 1974;Cappuccinellielal., 1974;Meingassner,1977;Coombs

et al., 1987)sehanutilizado diferentesformasde inoculación:

1.- A partir de cativosaxénicosdel parásito,sobrehembrasadultasy tratadas

estrogénicamente.

2.- Porpasesseriadosde ratóna ratón,dondelos tricomonasdelinóculo

procedende lavadosvaginales.

3.- A travésde transmisiónsexual,porcrucesdeunmachoconhembraspretratadas

conestrógenos,infectadasy no infectadas(Cappuccinellielal., 1974).

Sin embargo,el modelono ha sido elaboradosuficientemente,lo queimpide abordar

dosaspectosfundamentales,el cribadofarmacológicodeproductosactivosy elestudiode las

interaccionesparásito-hospedador.

SegúnCappuccinelliy suequipo(1974),el tratamientoestrogénicosólo esnecesario

parala instauraciónde la infección,yaqueposteriormenteno esnecesariounaporteexógeno

de hormonasparaqueelprocesoinfecciososigasucurso.La duraciónesvariable,entreuna

semanay tresmeses.

La fasedel ciclo sexualy el tiempo entrela administraciónde los estrógenosy la

inoculaciónde los parásitossonlascircunstanciasclaveparaeléxito enel establecimientodel

parásito.Elporcentajedeinfecciónesmayor,segúnsehaobservado,enel periododeproestro

temprano(CoombsetaL, 1987).

Algunos investigadoresrecomiendanrepetidasinoculaciones(Cappuccinelliet aL,

1974),o bien inóculossuficientementeelevados,entomoa 5 x 1 (>5 tricomonas,enunadosis

única(CoombselaL, 1987)paralograrla infección.La introducciónde tamponesdegelatina

en la vaginapermitencon menorinóculo incrementarsignificativamenteel porcentajede

mfección.
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El procesoexperimentalse realizapreviaanestesiadel ratóncon barbiturato(200

mg/Kg de exobarbitalsódico) por vía intraperitoneal.Los protocolosde inoculaciónson

variablesdependiendode la experienciadelgrupoinvestigador(TABLA 2.4.).

Por lo general, se empleanhembrasadultas(25-30 g), que son pretratadascon

derivadosdeestradiolinoculadosporvíasubcutánea.La inoculaciónseproduceentre los días

30 al 70 de la administraciónde estrógenos.El inóculo endosisúnicao múltiple alrededorde

1 o~ tricomonasen0,02 ml de mediodecultivo Diamondy 0,03%deagar.La inoculaciónse

realizaconunajeringuilla de insulinadeagujaroma.Paraexaminaral ratónanestesiado,la

vaginaeslavadacon 0,02 ml de medio de cultivo y la muestraestransferidaa un pequeño

volumensuplementadocon antibióticos.No pareceexistir especificidadde hospedador,al

menosparalascepasutilizadas(CappuccinellielaL, 1974;Coombsel al., 1987).

El porcentajede infección esmuy variable, segúnlas experienciasy el númerode

animalesinoculados,entrecli 5-100%.Deotraparte,sehaobservadola respuestade ratones

inoculadosde formarepetiday sucesiva,resultandoque el númeroquesevuelvea infectaren

cadagrupoesmenor,alcanzandoexcepcionalmentede 1-3 mesesalgunosanimales.Después

de repetidasdosiselevadas,106 tricomonas,seproduceninfeccionesenla cavidadabdominal,

quepuedencausarlesionesletalesen los órganos.
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Lasmanitéstacionespatológicasdescritasenel modeloporPatteny suequipo(1962),

sesintetizanen quela exposicióna 7’. vaginalisprovocacambiosepitelialesdisplásicosen el

22%delos animales.LoscambiosfUeronreversiblesdespuésde la suspensióndeltratamiento.

La reacción aparecíaa la 3 semanadespuésde la exposición inicial y desaparecía

completamentedespuésde la 7~ semanade la última inyección. Tambiénsehan descrito

cambioscelulares,queafectanprincipalmenteal núcleo.El examenhistopatológicomuestra

que las célulasinmadurasocupancompletamentelacapaepitelial.

Sehanrealizadoestudioscomparativosentrelos procesospatológicosderivadosdela

infecciónde 77 vaginalisy las displasiasinducidasporagentescancerígenosquímicos;siendo

comparablescualitativay cuantitativamentelos cambiosproducidos(Reagan,1959).

La colonizaciónde la vaginacon Candida albicans o Lactobacillusacidophilus

mimetizalas condicionesdelhospedadornaturaly hapermitidoelmejorestablecimientodcl

parásito.Meingassner(1977)consigueun 95 % de infecciónenel día40 p.i. despuésde la

administraciónconjunta de 77 vaginalis y C. albicans. El inóculo incluye 3,6 x 1 o~
levaduras/mí,en laproporción1/80vol:vol, y la dosisestándarde 10~ tricomonas/ratón.

El modelo murino de McGrory y Garber(1992), que recurrea la precolonización

vaginalconlactobacilosmantieneuna infecciónconsistentedurantealmenoscuatrosemanas.

Sin embargo,Corbeil (1995)dudade la utilidadde los modelosmurinos,alnoser7’. vaginalis

unparásitonaturaldelratón,porquelos factoresde virulenciapuedenserespecie-específicos.

El autorproponeque puederesultarde mayor ayudael seguimientode la infecciónpor

Tritñchomonasfoetusenel ganado,puestoqueocurrede formanatural.

2.8.2. iNFECCIONESECTÓPICAS

Las infeccionesexperimentalesproducidaspor la inoculacióndc 7’. vaginalisenvarias

localizacionesextravagmaleshansido estudiadas,por su interés, básicamenteenratón.

El uso de otros animales de experimentaciónparecede impedanciamarginal. Sin
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embargo,sehanrealizadoinfeccionessubcutánease intraperitonealesencobayo(Newtonel

aL, 1960; Jitriphai, 1971).Deotraparte,sehaninfectadoratasporvía subcutánea(Teras,

1954)y establecidotricomonasen la cámaraanteriordel ojo de unconejo(Kean& Weldt,

1955).

En el ratónseprodujeroninfeccionesque en la cavidadperitonealy torácica,tejido

musculary subcutáneo,asícomoenel escroto.Detodasellas,lasinfeccionesintraperitoneales

y subcutáneashansido generalmenteusadasen estudiosde patogenia(Jiroveeet al, 1968;

Honigberg, 1978), inmunología(Honigberg,1978;Tsai & Price, 1973) y quimioterapia

(Schnitzer,1963; Michaels,1968;Meingassner& Heyworth,1981)de 77 vaginalis.

Algunosestudiosdiscutenla existenciade correlaciónentrelos ensayossubcutáneos

e intraperitonealesy lavirulencia. Sin embargo,Kulda(1990)mantienequeaúnconciertas

irregularidades,hay una correlacióncomplementariaentrelos modelosde virulenciay la

infecciónnatural.El ensayosubcutáneopuedeserde mayorutilidad paradiferenciarcepas

virulentasy avirulentas,pero su correlacióncon los datos clínicos esescasa(Garber&

Lemchuk-Favel,1990).

A continuación,serecogenlasprincipalesaportacionesdelos investigadoreso grupos

quehantrabajadoconambosmodelos,asícomola metodologíageneralencadacaso.

2.8.2.1. Infeccionesintraperitoneales

La inoculación intraperitonealde 77 vaginalis en ratón causauna peritonitis

fibrinopurulentaconabscesosy focosnecróticosenórganosabdominalesconproducciónde

líquido ascítico.

Laseveridaddela infeccióndependedela respuestaindividualdelhospedadoranimal,

querefleja la virulenciainherentede la cepainoculada.Un patrónde cambiospatológicosy

porcentajede mortalidadde los ratones mfectadoses generalmentereproduciblebajo

condicionesexperimentalesestándar.Sin embargo,la correlaciónentrela virulenciade las
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cepasenratóny la gravedadde la enfermedaden pacientesno pareceserperfecta(Kulda,

1990).En contrastecon la infecciónintravaginalexperimental,la infecciónintraperitonealno

presentagravesproblemastécnicos,y vienesiendoutilizadadesdehace30 años.

Lasrevisionessobrediferentesaspectosdeestetemasonmúltiples,perocabedestacar

dos por su esquemageneral(Jfrovec & Petru, 1968; Honigberg, 1978).Las aplicaciones

usualesde estemodelo sonel estudiode lapatogeniade cepasde 77 vaginalisy los ensayos

de quimiosensibilidadafármacospotencialmentetricomonicidas.

La inoculaciónserealizaen una dosis únicade parásitosprocedentesde cultivos

axénicosen crecimientologarítmico.La concentraciónóptimaesde 106 tricomonas/ 0,5 ml

de medio fresco(Kulda, 1990).7’. vaginalispuedesermantenidaporpasesseriadosratón-

ratónpartiendode cultivosprimariosde tricomonádidosrecuperadosde la cavidadabdominal

alrededordel9o~10odíap.i. (GobertetaL, 1971).

Ciertonúmerode autoresavalanconsustrabajoslaaltacapacidadinfectivade aislados

frescosde 77 vaginaliscuandosoninoculadosintraperitonealmente(Bogovsky& Tenis, 1958;

Newtona aL, 1960; Ivey & Hall, 1964;Gobertel aL, 1971).Las diferenciasensuvirulencia

sepresentanen las subsecuentesfasesde la infección.

Algunaspeculiaridadeshansido reseñadasenlasusceptibilidadala infección decepas

consanguíneasde ratones.Landolfoy colaboradores(1979)señalanaBALB/c como lacepa

más susceptible,mientrasque los ratonesblancos con genes de tipo A fueron los más

resistentes.El porcentajede mortalidadacumuladaasciendeal 60% - 80% en BALB/c,

respectoal restodecepasconsanguíneasde tipo A, en lasqueno sealcanzael 30%.

2.8.2.1.1.Evolucióny manifestacionespatológicas

La mayoríade los parásitosinoculadossondestruidosporcitotoxicidadno específica

de las célulasperitonealespoco despuésde suinoculación.En ratonesinoculadoscon 106

tricomonas,sólo un bajonúmerodeparásitossonobservadostras 15 minutosp.i.. A las 6 h.
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p.i. los parásitosdesaparecendel exudadoperitoneal(Kulda, 1990).

Los estudiosin viti-o indicanquela citotoxicidadnaturalfrentea 77 vaginalis está

mediadaprimariamentepormacrófligos(LandolfoetaL, 1980).Los tricomonassupervivientes

sefijan enlos órganosabdominales(estómago,bazo,páncrease hígado)estableciendofocos

de multiplicaciónaislados.La infección avanzadesdelos focosporextensiónprovocando

lesionesen los tejidos.Losparásitosviablesestánausentesdelliquido ascíticodesdelasfhses

mástempranasde la infecciónexperimental.La reapariciónenel fluido ascíficoseproducirá

apartirdel60 díap.i. y seincrementahastala faseterminalde la infección.

Las lesionesinicialessedesarrollanpreferentementeenel páncreas,enapenas12 h. p.i.

puedenobservarseabscesosmacroscópicos.Laslesionespermanecenlocalizadasy depequeño

tamañoo crecenprogresivamenteconfocosnecróticosqueseextiendenaórganosadyacentes,

dependiendode lavirulenciade lascepas.Tambiénsehandescritoinvasionestempranasenel

hígado,habitualmenteafectandolaregióndelhilus.Al mismotiempo,aparecenlesionesenlos

nóduloslinfoidesmesentéricosy ocasionalmenteen las glándulassuprarrenalesy el aparato

genital.

Los tricomonasinvadentambiénel estómagoy el bazo (siendomuy frecuentela

esplenomegalia).El aspectocaracterísticode la infecciónavanzadaesla presenciademateria

necróticacaseosa,sobreel hígado,páncreasy estómagoen la partesuperiorde la cavidad

abdominal;produciéndoseadherenciaa lahojaperitonealadyacente.Lasvíscerassecubrende

un exudadofibrinopurulento.La materianecróticacaseosapuedetambiénpresentarsesobre

el mesenterioy lapartebajade la cavidadabdominal.

A medidaquela infección progresa,el volumende líquido ascíticoaumenta.En la

regiónde la cavidadabdominalseproduceunaascitisamarillo-grisácea(en cantidadesque

excedenlos 3 ml por ratón).La fasefinal de la infecciónesunaperitonitisfibrinopurulenta

generalizada.

La virulenciade lacepadeparásitoy la susceptibilidadde los ratoneshospedadores
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sonlos dosfactoresprincipalesquecontrolanel desarrollodelmodeloexperimental.

7’. vaginalisproducetrestiposbásicosdelesionesquereflejanla virulenciadelascepas

usadas(Teras,1954;Bogovsky& leras,1958;Roigas,1961;Teras& Roigas,1966).Enlas

cepasde altavirulencia,seproducencambiosinflamatoriosexudativos,invasiónde órganos

abdominalesque conducenala necrosisdelhígadoy abscesoso cambiosdetipo inflamatorio

enotrosórganos.La demarcaciónde las lesionesespobrey los parásitosformanextensiones

invasivasen contactocon los tejidos del hospedador.Los procesosde reparaciónestán

desorganizados,conpersistentesinflamaciones.

En las cepasde moderadavirulencia(tipo crónico),se destacala organizaciónde

exudadofibrinopurulentoytejidoconectivoconteniendonumerosascélulaspermeablesafocos

inflamatorios(leras& Roigas,1966).Los órganosabdominales,incluyendoel hígado,son

usualmenteinvadidosperolaextensióneslimitada.Lapatologíacaracterísticade estetipo de

infecciónsonlos focosdeperitonitiscrónicaconimportantecrecimientode tejido conectivo.

La peritonitispuedecausarla muerte.

Con las cepasde bajavirulenciaseproduceexudaciónmimma y escasoscambios

productivos.La invasión de tejidos es mínima, el hígadono es invadido. La lesión está

circunscritaporel contactocontejido normaldelhospedador.Los tricomonádidos,queestán

presentesenbajonúmero,eventualmentepuedensereliminados,aunquepuedenpermanecer

encapsuladosporespaciode semanas(leras& Roigas,1966).

La lesión en el páncrease hígado esimportanteen el desarrollode la infección

experimentaly hasido estudiadade formaextensa(Bogovsky& leras,1958;Reardonet aL,

1961;leras& Roigas,1966;GobcrtelaL, 1969; Gobertelal., 1971;Brugerolleel al., 1974).

La invasióndelpáncreasocurreindependientementede la virulenciade lacepa.Las lesiones

tempranassonpequeñosabscesos,envueltosporunadelicadacapafibrosa,conneutrófilosen

el centro y parásitosen la zonaperiférica que interaccionancon leucocitos.Kalasováy

Nedvedová(1977)observaronenabscesostempranos,vasoscapilarescongestionadosllenos

de leucocitosy de tricomonas, lo que sugiere un origen vascularde la lesión. Otros
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investigadores,asumenqueelpáncreasesmvadidodesdeelexterior(Gobertetal, 1971).En

ratonesinfectadosconcepasvirulentas,los abscesosse extiendencon celeridad.

Laregiónproliferativadetricomonádidosseencuentraenelcentrode lalesióncubierta

deunaempalizadade leucocitos.La inflamacióncausala completadesorganizaciónde los

tejidos invadidos,atrofiade los folículosglandularesy edema,asícomoproliferaciónfibrosa

enel áreaconcomitante.

En ratonesinfectadosconcepasdebajavirulencia, laslesionespancreáticasiniciales

sonsimilares,pero el desarrollode abscesoses limitado. Los tricomonassonincapacesde

evolucionarenunazonadistintade la periferiade la lesión.Siendoseparadostalesabscesos

porleucocitosquelocalizany aíslanla infección.

El hígadopuedeser invadido porcepasvirulentas.La invasióncomienzadesdeel

exterior, en áreascubiertascon membranasfibrinopurulentasque contienennumerosos

tricomonádidos.Los parásitospenetranperivascularmentey pasanatravésdel hígadohacia

áreasdensasdondecomienzala necrosis.Estaszonasestánseparadasdelparénquimaatravés

de estrechascubiertasde leucocitos y macrófagosque no previenenel contactodirectode77

vagina/lscon los hepatocitos.A medidaque avanzanlos parásitos,las regionespobladasde

leucocitosdegenerany continúala formaciónde focosnecróticos.

Los resultadosde estudioshistoquimicosindicanla deplecióndel glucógenoenel

parénquimahepáticoinvadido; asícomola acumulaciónde lípidosy sustanciasde naturaleza

proteicaen las áreasparasitadasy la presenciade mucopolisacáridosneutrosentre las

sustanciasfibrinosaspresentes(Gobertel aL, 1971).

La observaciónpormicroscopiaelectrónicadel hígadoinfectado(Brugerolleel aL,

1974) reveló la desorganizacióndel parénquimahepáticocausadapor la ruptura de los

desmosomasy ladegradacióndel colágenoen las sustanciasfibrinoides.Loshepatocitosdel

áreainvadidacarecende glucógeno,contienennumerosasinclusionesdelípidosy muestran

alteracionesmitocondriales.
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De forma análogaa lo que ocurre en la infección humana(Nielsenel al., 1975;

OvcinnikovetaL, 1975),los tricomonasameboidesatacana lascélulasdelhospedadormedio

de extensionescitoplasmáticasagranularesricasenmicrofilamentos(Kulda elaL, 1987).

A pesarde quelas experienciasin viíro indicanquela citotoxicidadde 7’. vaginalis es

contacto-dependiente,la citolisisno dependientedecontactopuedeserdemostradain vivopor

microscopiaelectrónica.Permaneciendolasmembranasdeloshepatocitosintactasenel lugar

de ataquedelparásito,quepresentaun prominenteaparatode Golgi y numerosasvesículasde

transportey reduciéndoselos procesosde exocitosisy endocitosisaláreadirectade contacto

con las célulasdel hospedador.

2.8.2.1.2.Ensayosintraperitonealesde patogeniaenratón

A. Mortalidad.

Unamayoríade los aisladosaleatoriosde 77 vaginalispuedenmatarunratóndespués

deunainoculaciónintraperitoneal(Roigas,1961;Reardonel aL, 1961;Ivey elaL, 1964).Esta

propiedadhasido empleadaen ensayosde laboratorio.

El númerodetricomonádidosnecesariosparacausarinfeccionesletalespuedediferir

en fimción de las cepasde tricomonas,siendo la respuestamuy variable.El porcentajede

mortalidad (%M), esto es, el porcentajede ratonesque muerenal cabo de un tiempo

determinado,despuésde la administraciónde un inóculo estándar,puedeserutilizado conun

índicede virulencia.El díamediodemuerteescomoun criterioadicionalenensayosconcepas

quecausanalta mortalidaden el ratón(Ivey n al., 1964;Laan, 1965).Conun inóculo de 106

tricomonádidos,el tiempo recomendadode observaciónen el test de mortalidadson tres

semanas.Si seutiliza el porcentajede mortalidadcomo criterio parala evaluaciónde la

virulencia,serecomiendala realizaciónde ensayosporduplicado,inoculandoun mínimo de

30 ratonesporexperiencia.Entre23 cepasexaminadas(Roigas,1961; Reardonel aL, 1961;

Ivey el aL, 1964),el porcentajede mortalidadvaríadel 16%al95%.
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Los ratonesinoculadosmuerenentreel 50 yel 210díap.i., aunqueel mayornúmerode

muertesseregistraentrelos días90 - 110 despuésde lainfección.

Lascepasde parásitosquecausanaltamortalidad(90%- 100%)puedenserusadasen

ensayosfbrmacológicosfrente a 77 vaginalis (Kulda, 1990). El ensayose inicia con la

inoculaciónaunlote deratonesdeunacepavirulenta,posteriormenteseadministrael f5rmaco

potencialy seobservael porcentajede mortalidadcomparadoconel de un lote controlno

tratado.

B. Índicesde patogenia.

La estimaciónde lasalteracionespatológicasqueseproducenenla cavidadabdominal

de los ratonesproporcionaun criterio parala evaluaciónde la virulenciade 77 vaginalis.

Básicamente,se siguen dos modelosbasadosen la valoración semicuantitativade las

manifestacionespatológicas.Enestasexperienciasel lote de ratonesinfectadoconun móculo

estándares observadoduranteun tiempo determinado,al cabodel cual sesacrificaa los

supervivientes.Los ratonesquesucumbenconla infeccióny los sacrificadossonnecropsiados

para observarla presenciade tricomonádidosy los cambiospatológicosen la cavidad

abdominal.Los cambiospatológicosencadaratónsonevaluados.

Terasy Roigas(1966)elaboraronun índice de virulenciacon rango0-10 (máxima

virulencia-ausenciade virulencia).Los criteriosde valoraciónfúeronseleccionadossobrela

basede estudioshistopatológicosde laprogresiónde la infección intraperitonealde ratón

(leras,1954; Bogovsky& leras,1958; Roigas,1961,leras& Roigas,1966).Incluyenla

muertedel animal inoculado (máximavaloración)y enthtizanel dañohepático,aunqueel

líquido ascíticono esconsiderado.Laexperienciaserealizaconun alto inóculo deparásitos

(4 x 106 tricomonádidos)y un cortoperiodo deobservación(10 días),lo cualpuedehacer

disminuirla sensibilidaddel ensayo.

Caviery suequipo investigador(1972)propusieronel denominadoíndicemedio de

infección (1. M. 1.), valorando desde nula a máxima virulencia entre 0-16. Para su
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determinación,cuantificanlaslesionesenhígado,páncreasy otraslocalizacionesdela cavidad

peritonealy lacantidaddelíquido ascítico.Laextensióndela lesiónencadaáreay elvolumen

de ascitis son valoradosdesdeO (ausencia)hasta4 (máximo). Si los parásitosno son

detectadosenel sitio examinado,lavaloraciónde la lesiónenparticularesdivididaentredos.

Lavaloraciónparcialesentoncestotalizadaparaobtenerel índicedeinfecciónparacadaratón.

La mediaaritméticade los índicesde todoslos ratonesinfectadosconunacepaenparticular

esel 1. M. 1. El ensayoestábasadoen los estudiosde tricomonosisexperimentalen ratón

realizadosporGoberty colaboradores(1969-1971),los cualesaportandatosquepermitenla

inclusión de las lesiones pancreáticascomo criterio cualificado para la evaluación

independiente.La extensiónenel periodode observación(3 semanas),permiteuna mejor

diferenciaciónde losefectospatogénicosdediferentescepasde tricomonasy laevaluaciónde

la mortalidad.

SegúnKulda (1990), la aplicaciónrigurosade los dos ensayospodría producir

resultadoscomparables.El ensayode Cavier(1956)esmássimpleperomássubjetivoqueel

elaboradocuadrode criteriospropuestopor los investigadoresestonios.Segúnlos datosde

Terasy Roigas,las cepasdebajavirulenciasonlas menosfrecuentes(10%).La incidenciade

cepasconaltay moderadavirulenciaesaproximadamenteidéntica(45 %).

Toyos(1974)recogelos trabajosclásicosy proponeensuTesisDoctoralun método

paradeterminarla patogeniade las cepasde 77 vaginalis. Setratade un modelomurinode

inoculaciónintraperitonealdelparásito.Despuésdeun periodode observaciónseprocedea

lanecropsiade los ratonessupervivientes;evaluandolas lesionesen hígado,bazo,páncreas,

estómagoy peritoneo,asícomo lapresenciade ascitisy la mortalidadenla experiencia,que

conformanun índicede patogenia(I.P.). Segúnelautor,el modelo no puedecorrelacionarla

patogeniaexperimentaly la clínicade la infecciónnatural.

Delachambre(1981)estableceun índice de virulenciade las cepassegúnel tiempo

necesarioparaque los ratonesmuerandespuésde la inoculaciónintraperitonealde 4 x 1 0~

flageladosy la severidadde las lesionesproducidasendistintosórganos,correspondiendoel

valor 100 a la muertede los animalesen la primerasemanap.í.
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Escario(1985) retomael modelo de Toyosy modificael baremoparaflivorecer el

análisisestadísticodelos datosobtenidos.Seconcluyequelavíadeinoculaciónintraperitoneal

esdegranfiabilidad. Obteniendo,además,unagranconcordanciacuandoaplicael ensayoa

pruebasde quimioterapiacon los resultadospreviosiii viti-o.

C. Cambiosde virulencia.

La virulenciade 77 vaginalisdecrecedespuésde un prolongadomantenimientoen

cultivo axénico.Estoesevidentepor la disminuciónde los índicesdevirulenciay lapérdida

de la capacidadde aniquilarratonesinoculadosintraperitonealinente.Utilizandoensayosde

.mortalidad,un significativo descensode la virulenciaha sido detectadoen 8 de las 12 cepas

investigadasdespuésde 3-4mesesdecultivo (Ivey el aL, 1964; 1975).El examende 15 cepas

delparásito,conayudadeun ensayointraperitonealenratón(Laan,1965; 1966),muestrauna

sustancialatenuaciónde la virulencia de slocks mantenidosentre 8 y 32 mesesitt viti-o.

Probandolascepascultivadasdurantecortosperiodosdetiempo (y. gt 4 meses)no serevelan

cambiossobrelapatogeniainicial.

En general,la atenuaciónde la virulencia es más pronunciadaen cepasde alta

virulencia.Prolongadostratamientoscon antibióticos(Honigberg,1978; Ivey el aL, 1978)y

la resistenciainducida por osarzol(Laan, 1965), parecenfavorecer la atenuación.Un

incrementoenla virulenciahasido observadoencepasde bajay moderadavirulenciatrasdos

o trespasesintraperitonealesporratón(Laan,1965;1966).Enestudiosdevirulenciaconcepas

mantenidasenellaboratorio,esprecisolaestabilizacióndelcultivo enfrescoo suconservación

enfrío (Honigberg,1978;Ivey el aL, 1975;DiamondetaL., 1965).

2.8.2.2. Infeccionessubcutáneas

La infecciónexperimentalsubcutáneaenratónpermiteelestudiodeldesarrollodeun

abscesolocalizadoen ellugardeinyección.Estodependede lacapacidaddelos parásitospara

multiplicarseenel lugarde inoculación,la infiltración y muertede leucocitos;la lisis de las

paredesdelos abscesosy la reanudaciónde la multiplicaciónde los parásitosacompañadapor
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laexpansióndela lesión.Bajo condicionescontroladas,elcrecimientodelalesióny laduración

de la faseprogresivade sudesarrolloescaracterísticade lacepaseleccionada,reflejandosu

virulenciapotencial.Consecuentemente,el volumendelesiónpuedeserusadoparaestimarlos

nivelesde virulenciade unacepa(Honigberg,1961;Frost & Honigberg,1962).

La infecciónsubcutáneaderatonescontricomonádidosesfácil deestablecery produce

lesionessimplesde medidadirecta,ofreciendoun modelomuyapropiadoparaestudiosen el

laboratorio.Hasido probadacon éxito enensayosfarmacológicosy de virulencia(Schnitzer,

1963;Honigberg,1978),así comoparala obtenciónde suerosinmunes.

Schnitzery colaboradores(1950)frieronlos primerosen señalarla susceptibilidaddel

ratóna las infeccionessubcutáneas.Desdeentonces,las infeccionescon 77 vaginalis sehan

realizadopor inoculaciónsimple o múltiple, enel áreaventral, dorsal(Lynch et al., 1955;

Paronikjan,1958; Honigberg,1961)o patasposteriores,conparásitossuspendidosenuna

variedadde mediosy conun inóculo que oscilaentre7x103 y l,4x07 organismos.

Honigberg(1961) y Frost y Honigberg(1962) aplicaronel modelo de infección

subcutáneaenratóna estudiosde patogeniay virulenciadetricomonádidos,desarrollandoun

procedimientoestándarque pretendeobtenerresultadosgeneralmentereproducibles.Según

el método de Honigberg, las lesionessubcutáneaspueden ser producidaspor 9x105

tricomonádidosen0,5 ml de medio conteniendo0,050-0,075%de agar.Estadosisasegura

altosporcentajesde infeccióny permiteel crecimientodiferencialde los abscesosenÑnción

de la cepadel parásito.Lasvariacionesen la dosisentre6x105 y 106 flageladosno afectan

substancialmenteal tamañode los abscesosresultantes;sin embargo,la aplicaciónde inóculos

elevadosrestasensibilidadalmétodoy portanto limita suaplicaciónparaensayosde virulencia.

La presenciade agarenel medio de inoculaciónlivoreceel establecimientode la

infección (Honigberg, 1961; JeflI-ies & Harris, 1967), sicndo innecesariala utilización de

imnunosupresores.SegúnJeffiies & Harris (1967), los ratonestratadosconcortisonason

menossusceptiblesal inóculo sin agar.
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La dificultad de esteensayoradicaen la valoraciónde las lesiones.Mientrasuna

personasujetaal ratónsin descomponerla lesión,otraprocedea realizarlas mediciones,

longitudx anchurade lalesiónmedianteun calibrey laalturaconlaayudade unaregla,para

lo queserequiereciertaexperiencia(Honigberg,1961).

En las condicionesestándar,el porcentajede infección con aisladosfrescosde 77

vaginalisseaproximaal 100%,independientementedelavirulenciadelacepa.Elhechodeque

unacepasemuestreno infectivaesexcepcional.Losensayosrealizadosconunamplionúmero

de cepasde 77 vaginalis (Honigberg,1961;Jlonigberget aL, 1966; Kulda et aL, 1970;

HonigbergnaL, 1984)muestranquela diferenciaentrecepasestáeneltamañodelaslesiones

que produceny no en suporcentajede infección. Algunascepascon muy bajavirulencia

estableceninfeccionespasajerasperovisiblesy pequeñosabscesosenlos ratonesinoculados.

Encontrasteaestosdatospublicados,Kriegery suequipo(1983)examinan7 aislados

clínicosdel parásito,dosde los cualesresultanno infectantespararatonesC3H. Los otros

aisladoscausabanabscesosenunporcentajevariablede los hospedadores(5% - 7 1%); y los

autoresusanla relaciónlesión/infecciónproducidaparadeducirla virulenciade la cepa.

Segúnotrosinvestigadores,los resultadosdeKriegersonpocorepresentativosporlas

considerablesdiferenciasenlametodología:empleodedistintascepasderatón,usodeinóculo

enmediolibre de agar,...(Kulda, 1990).

Lasdistintascepasde ratonesrespondende formadiferentea la infecciónsubcutánea

contricomonádidos.La tendenciade los abscesosala rupturay el drenajeesmáspronunciada

enciertascepas-v.g DBA/2- queenotras.De8 estirpesexaminadas,BALB/c hasidoseñalada

comola mássatisfactoria.Lamediadelos volúmenesde laslesionesy tambiénvariade modo

quelas medidasabsolutasobtenidascon diferentescepasderatónno puedensercomparadas

directamente.Sin embargo,los datosrelativosobtenidoscon tricomonádidosde diferente

virulenciasoncomparables,como seha confirmadoparaBALB/c, CHA y CS7BI/6 (Kulda,

1990).La mayorpartede los estudiossobrela virulenciade 77 vaginalishansido realizados

enratonesC571B1/6.La respuestadeestacepaa la infecciónesmenospronunciadaquelade
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otrascepasexaminadas(elvolumenmediodelosabscesosesaproximadamenteun30%menor

queenlos ratonesBALB/c). Se recomiendala estirpeCS7BL/6paraensayosde virulencia,

dado que permite el estudio comparativo con trabajos previos obtenidos por otros

investigadores.

2.8.2.2.1.Evolucióny manifestacionespatológicas

La lesióncausadaporla inoculaciónsubcutáneade 77 vaginalisenratónesun absceso

aparentequesobresalehacialasuperficieexterna.Dichosabscesoscontienenmateriapurulenta

y algunostricomonádidos;crecendurantelas dosprimerassemanasp.i. y eventualmentela

rupturadelasmembranaspuedeproducirdrenajes.Losabscesoscausadosporcepasvirulentas

llegan a abrirseal final de la primerasemanap.i.; las cepascon bajavirulenciaproducen

abscesosmenoresque no necesanamenteserompen.Despuésdel vaciado,la lesiónsecura

usualmentecon la formaciónde cicatrices.Las lesionesabiertaspuedencerrarsey producir

focossecundarios;raramentelos abscesosno securantrasunperiodoprolongado(Honigberg,

1961).

En contrastea la situaciónobservadaenla infecciónintraperitoneal,la respuestadel

hospedadorparala eliminaciónde losparásitosno esinmediatadurantelasffisestempranasde

las infeccionessubcutáneas.Los tricomonádidoscomienzanamultiplicarselentamentetrasla

inoculación,sunúmeroseincrementaprogresivamente,hastaconcentrarseen la paredde la

lesión.

2.8.2.2.2.Estudiohistopatológico

La infeccióninducela migraciónde neutrófilos(PMN), que se acumulanenel punto

de inoculación.La infiltración de leucocitoscontinúamientrasse multiplican los parásitos.

Algunos tricomonádidosson fagocitados,pero los leucocitos no consiguensuprimir la

infección. Los tricomonasaumentanen númeroy seintercalancon leucocitosen la zona

periférica,dondesegeneraun mantodistinto al margencolágeno. El continuoaportede

leucocitosdentro de la lesión produceuna segundacapade leucocitos,que tambiénes
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desplazadahaciael interior segúnavanzala zonamultiplicativade flagelados.El procesose

repitecíclicamente.Lazonamásprofl.mdade leucocitospresentadegeneracióncelulary enel

centro de los abscesossepresentanprincipios de necrosis.La muerte de leucocitosen el

interiordela lesión,aparentemente,contribuyea procesoscitolíticosnocivosparaeltejidodel

hospedador(Frost& Honigberg,1962).

La lesión seextiendepor la lisis de la paredy libera parásitosque penetranen los

espaciosintersticialesdel tejido edematosocircundante.El edemaesmáspronunciadoy la

fibrosis esmenosefectivaen infeccionesconcepasmuy virulentas,en las que se suceden

repetidasrupturasy diseminacionesdelparásito.Finalmente,la lesiónesenvueltaporunafina

capade tejido granulomatosoquelos tricomonasno puedenatravesar.

Esteprocesoesmuysimilarendiferentescepasdetricomonádidos(Frost& Honigberg,

1962),siendolas diferenciasmásde tipo cuantitativoque cualitativo.

2.8.2.2.3.Ensayossubcutáneosdepatogeniaen ratón

Honigbergdiseñó(1961)y pusoapunto(1966)un ensayocuantitativoparael estudio

de la virulencia del parásito,basadoen la medida de los abscesosa los 6 días de la

administraciónsubcutáneade inóculosestándarencepasconsanguíneasde ratón.

Paraello, ratonesC57BL16,de 18-20g depeso,soninoculadosenambosflancoscon

8 x 106 tricomonassuspendidasen 0,5 ml de medio tioglicolato con 5% de sueroequino

inactivado.En tomo al sextodía, semidenla longitud, anchuray alturade cadalesióny se

calculaelvolumendelaporciónprominentede los abscesos,correspondientea lamitad deun

esferoide,de acuerdoconla siguientefórmula:

VOLUMEN = 0,5236x L x A x H

Paraobtenerdatos reproducibles,esprecisodeterminarla mediade 30 abscesos

intactos.El investigadorrecomiendala inoculaciónde,al menos,20 ratones,por lapotencial
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rupturade laslesionesantesdesumedición.Dicharupturareflejarápropiedadesde virulencia.

Sin embargo,los abscesospuedenrompersepor razonesno relacionadascon la

virulencia,debiendotomarconcautelala relaciónentrelesionesabiertasy virulencia.

La reproducibilidaddelensayoIhecuestionadaporDelachambre(1981),quienrealizó

análisisestadísticosde resultadosseñalandola excesivavariabilidaden las respuestasde los

ratonesBALB/c trasla inoculaciónde dosclonesde 77 vaginalis.No obstante,Ilonigbergy

suequipo(1961;1984)muestranquelahomogeneidadessatistáctoriacuandolos resultados

son sometidosal análisisde la varianza.La ausenciade homogeneidadestadísticade los

resultadospuedeindicar incorreccionesde tipo técnico que puedenser identificadas y

subsanadas.El desarrolloconéxito delensayodemandapacienciay unestrictoseguimientodel

protocolodescrito.El volumenmedio de abscesosde 6 díasen la cepaC57B1/6para 77

aisladosfrescosde 7’. vaginalis (Honigberget aL, 1984;Kulda el al., 1977)se sitúaen un

rangocontinuodesde60 mm3-230mm3.El tamañointrínsecodelaslesionessubcutáneasindica

unpotencialde virulenciaespecifico.

Desgraciadamente,al igualqueocurreconotrosmodelosexperimentales,lapatogenia

enanimalesde laboratorioinoculadosporvía subcutáneano esextrapolablea lapatogenia

clínicaenpacientes(I-IonigbergelaL, 1984).

2.8.2.3. Infeccionesintramusculares.

La inoculaciónde cultivos axénicosde 7’. vaginalis en ratónproduceabscesos

localizadosenel lugardela inyección(Schnitzerel aL, 1950;Gavrilescu,1962;Ivey & Hall,

1964).

El inóculo aplicadovaría,segúnlos autores,de 1,5x105 a2,5x106tricomonasen0,2

ml demedioTYM conagarsuplementadoo no consuero(Scbnitzerel aL, 1950;Ivcy & Hall,

1964)o en0,1 ml de soluciónsalina(Gavrilescu,1962);produciendolesionescuyo volumen

y persistenciadependede ladosisinfectante(Schnitzerel aL, 1950).
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La lesión esun nódulo palpableenel tejido inoculadoa los 3 díasp.i.. La lesión

progresagradualmentehastaformarun amplio abscesodespuésde 14 a 18 días. El taniatio

límite quepuedellegaraalcanzaresde800-2000mm3y contieneun materialgrisverdosolleno

deparásitosyleucocitos.Losabscesosdisminuyendespuésde 8 a12 semanas,peroconservan

tricomonasviables. La posibilidad de usar infecciones intramuscularespara ensayosde

virulenciade tricomonasha sido sugeridaporGavrilescu(1962).

Las diferenciasen la histopatologíade las lesiones(abscesosagudoso crónicos)

deberíanpoder correlacionarsecon las formas clínicas de la enfermedaden pacientes

(Gavrilescu,1962),si bicnla infecciónintramuscularno pareceadecuadaparael seguimiento

de la evoluciónde la virulencia(Ivey & Hall, 1994),dadala variaciónconsiderableenel

tamañode la lesióny la difidil accesibilidadal sitio de infección.

La infecciónintramuscularenratónhasidoempleadaenestudiosinmunológicos(Kelly

& Schnitzer,1952; Schnitzer& Kelly, 1953;Kelly etaL, 1954); seha señaladolacapacidad

depromoverproteccióninmunológicaefectiva(80%-100%)frentea inoculacionesmúltiples

porlasvíasintramusculare intraperitoneal.Laespleenectomíano impidequeseproduzcadicho

efecto.Sin embargo,no setratade unarutade inoculaciónqueseempleeenla actualidad.

2.8.3. CORRELACIÓNENTREPATOGENIAEXPERIMENTAL Y CLINICA

Lacorrelaciónentrelapatogeniaexperimentalenratóny la patogeniaclínica presenta

ciertasdificultades.El perffi clínico esdificil devalorary el establecimientodela severidadde

la enfermedadenbaseala sintomatologíaesun criterio excesivamentesubjetivo.Además,las

manifestacionesclínicasestánafectadaspor la respuestaindividualdelhospedador.Algunos

signoscomo alteracionesenel cérvixuterino,reveladosenlos exámenescitopatológicosde

frotis vaginaleso estudiosde biopsiascervicales,reflejan de formamásclarala virulencia

potencialdeunacepade T. vaginalis(Honigberg,1966;Kulda& Honigberg,1970;Honigberg

etaL, 1984).

Terasy Roigas(1966)estimanla virulenciacomparadasobrela basede los ensayos
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intraperitonealesy los perfilesclínicosdelos pacientes,empleandoensusestudios151 aislados

de mujeresy 73 aisladosde varones.Los resultadosobtenidosindicanque las cepasque

muestranmayorvirulenciaen ratónse correspondenen mayorproporcióncontricomonosis

agudasy subagudasque coninfeccionescrónicasy latentes.

SegúnReardony colaboradores(1961),laevaluaciónde lamortalidaddespuésde la

inoculaciónintraperitonealreveladiferenciasentredoscepasde Ti vaginalis,unaprocedente

de unapacienteconvaginitis severay otracausantede unainfecciónleve.

Sin embargo,en un estudiosobre11 cepasobtenidasde pacientesque presentaban

síntomasmoderados,los autoresno pudieroncorrelacionarla mortalidaddel ratóncon las

manifestacionesclínicasasociadas.Ivey y Hall (1964)fueronincapacesde distinguirmediante

ensayos de mortalidad la virulencia de 30 aislados recientes de pacientes

asintomáticos/sintomáticos,sibiendemostrarondiferenciasdevirulenciaencepasprobadaspor

ensayossubcutáneos.Honigberg(1966)y Kuldael aL (1970)recurrentambiénaesta vía de

moculación.De un totalde 11 cepasdelparásitodocumentadasconun completoregistrode

perfilesclínicos y patológicos,8 mostraronun alto grado de correlaciónpositiva entre la

virulenciaparael ratóny variosparámetrosde la enfermedadvaginaly cervicalenpacientes.

Menoresdiferenciasdetectaronconotrasdos cepas.La últimacepa,muy patógenaparael

ratón,procedíadeunapacienteconsintomatologíamoderada.

Estudiosposteriores(Honigberget al., 1984),con 52 muestrasno selectivasde cepas

de 77 vaginalis,permitieronlacomparacióndelos ensayossubcutáneosenratónconaspectos

clínicos,citopatológicos(frotis porPapanicolaou)y biopsiascervicales.Sorprendentemente,

las alteracionescelularesenel epitelio cervicalfUeronel únicoparámetroquemostrabauna

correlaciónsignificativa con los resultadosde los ensayosexperimentales.Los síntomas

clínicos y signos de vaginitis y cervicitis detectadospor examencitopatológicono se

correlacionaronconel tamañode laslesionessubcutáneas.

A pesarde ello, Honigberg(1978; 1979)consideraestemodelo comoel másidóneo,

porquepermitela másprecisacuantificaciónde los resultadosy pareceestarmenosaléctado
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por factoresextrfnsecosquepuedanmodificarel cursode la infecciónexperimental.Además

los datosobtenidospermitenunacomparaciónobjetiva de diferentesensayos.Cuandose

comparaconel ensayointraperitoneal,secompruebaqueno hay relaciónentrelos valores

obtenidospor los dos métodos(Ivey & Hall, 1964) y se cuestionala utilidad del ensayo

intraperitonealparalaevaluaciónde virulencia.

Sin embargo,másrecientemente,seha estudiadola virulenciade 25 cepasde 77

vaginalisporensayossubcutáneos,intraperitoneales(modificadosdeCavier)y de mortalidad,

y sehacontrastadoconlapatogeniaclínicamostradaenbiopsiascervicales.Las cepasfueron

divididasen4 gruposdevirulenciasegúnelalcancedelas lesiones;suave,moderada,alta,muy

alta. Independientementedelensayoempleado,lacepaconmayorvirulenciaparael ratónestá

dentrodel grupode aisladosquecausanla másseveralesión en humanos.Ninguno de los

métodosparece,por tanto,claramentesuperioral testo(Kulda, 1990).

La discrepanciaentre los resultadosde varios ensayospuedeserexplicadapor la

diferentesensibilidad a múltiplesIhetoresque controlanla virulenciade la cepa.En este

sentido,Stejskay Kulda(1990)realizarona lo largodeunaño,ensayosconunacepavirulenta

mantenidaen cultivo sin observaratenuaciónde la virulenciaen los ensayossubcutáneos

(volumende lesión 180 mm3); sin embargoel índicemedio de infeccióndecreceun 20%, la

mortalidaddesciendede 80 % a23 %, y el tiempomedio de la muerteseincrementade 9,8 a

17,6 días.

Pérezdel Molino el al. (1987),enun estudiocomparativoentrela sintomatología

clínicay la virulenciadecepasde 7’. vaginalis,concluyenqueexisteunabuenacorrelación

entreel cuadroclínico y el porcentajedemortalidadtrasla infecciónintraperitoneal,asícomo

con el volumenmedio de los abscesossubcutáneos.

En definitiva, aunqueninguno de los modelosexperimentalespermite la perttcta

correlacióncon lapatogeniaclínica,los datossugierenquelos ensayosde virulenciaenratón

reflejanpropiedadesbiológicasintrínsecasdc 7’. vaginalisquepuedenserde importanciaen

la consideraciónde lapatogeniapotencialdelparásitoenhumanos(Kulda, 1990).
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2.9. INMUNOPARASITOLOGIA

Clásicamentela inmunidadesun sistemade reconocimientoespecificode moléculas

extrañasal organismo.Haydosnivelesde defensacontrala invasióndeagentesexternos:la

inmunidadinnatao inespecificaylainmunidadespecífica(adaptativao adquirida).Ladiferencia

principal entre las dos estriba en la especificidad y la memoria inmunológica, ambas

propiedadesexclusivasde la inmunidadadquirida(Stites& Terr, 1991).

El descubrimientorecientede que lascitocinasqueintervienenenla inmunidadtienen

unaparticipacióntrascendentalenestosprocesosinicialesde lainfecciónhamitigadounpoco

la diferenciaciónentreprocesosde defensainespecificoso específicos.

Es conveniente,de todasmaneras,considerarla secuenciade reaccionesque el

organismopresentaantelainvasiónparasitaria.Parasimplificar,podemosdecirquecuandoun

agente infeccioso invade el organismo,encuentraprimero los elementosefectoresde la

inmunidadinnatainespecifica(barrerascutáneay mucosas,lisozimay otrasenzimas,proteínas

de la fuseaguda,fagocitos,célulasNK y complemento).Estospuedensersuficientespara

prevenirla enfermedad,pero, si no esasí, entoncesse activaademásel sistemainmunitario

adaptativo(linfocitos T, linfocitos B y anticuerpos),que permite la recuperaciónde la

enfermedady estableceuna memoria inmunológica específica;se dice entoncesque el

individuo haadquiridoinmunidadcontrael agenteinfeccioso(Paul, 1989).

Ambos tipos dc inmunidad, la innata y la adquirida, no actúan separadani

secuencialmente,sino en íntimarelación.Los vertebradosusandiferentesestrategiaspara

defendersede las infeccionesparasitariasen función de la variedadde tamaño,fisiología,

localizacióny capacidadparaevadirlarespuestainmunequepresentanlos parásitos.Así, los

mecanismosefectoresfrentea los agentesinfecciososestánestrechamentereguladospordos

componentesfundamentales:uno de naturalezacelular (linfocitos T) y otro molecular

(eito cmas)
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2.9.1. La respuestainmunológicafrentea los parásitos

2.9.1.1. Papelde los linfocitos T y las citocinasen las infeccionesparasitarias

Los linfocitos 1 cooperadores(CD4+) son los principalesdirectoresde la respuesta

inmune porque su participaciónes necesariapara la activación de las células efectoras

principalesde estarespuesta,esdecir, los linfocitos 1 citotóxicos(CD8+)y los linfocitos B

productoresde anticuerpos(Stites & Terr, 1991). Tambiénmedian la respuestade la

hipersensibilidadretardada(ANEXO 1), útil sobretodo frentea la infección porparásitos

intracelularesy frenteaalgunosvirus (Cher& Mossman,1987).

Nuestroconocimientode las funcionesde los linfocitos 1 CD4+ y CD8+ en las

infeccionesparasitariashacambiadodrásticamenteenlosúltimosaños.Ladivisiónsimplificada

deloslinfocitos T encooperadores(Ib) CD4+y supresores/citotóxicos(ls/Te)CD8+hasido

reemplazadaporlacomprensiónde quela citotoxicidadno esunafunciónreservadasólo a las

célulasCD8+; por tanto, los subtiposde linfocitos 1 puedensermejorestablecidospor la

identificaciónde sus productos(citocinas/linfocinas)y por la supresiónde las fUnciones

efectoras(Scott& Sher,1993).Un importanteavanceenel campode la inmunoparasitologia

fUe el descubrimiento,en un modelomurino,de que las células1 (CD4+) se dividen en dos

subtipos(Mosmann& Colbnan,1989),aunqueno sonlos únicos:

h) CélulasIhí, queproduceníFN-y,einterleucina2(IL-2), JL-3,GM-CSFylinfotoxina.

i) CélulasTh2, las cualesproducenIL-4, IL-5 e IL-lO y GM-CSF.

Porrazonesno muy biencomprendidas,las infeccionesparasitariasesténasociadas

preferentementeconunadeestasdossubclases.Estohadirigido elusodemodelosparasitarios

itt vivo no sólo paramejor comprensiónde las infeccioneshumanas,sino tambiénpara

determinarcómosedesarrollanlas subclasesde las células1 durantela infeccióncrónicay

elucidarquéfactores/mediadoressonresponsablesde suregulación(Scott& Kauffinan,1991).

Por ejemplo,en las infeccionespor helmintoslos elevadosnivelesde IgE y la eosinoflhia

parecenasociarseaunarespuestadebidaa linfocitos1 CD4±de la subclaseTh2.
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Análogamente,lasinfeccionesporprotozoosestánamenudoasociadasconrespuestas

comola hipersensibilidadretardada(DTH) ó de tipo IV, quesonmediadaspor laslinfocitos

T CD4+ de la subclaseThl (Scott& Sher,1993).

Las célulasT CD4+medianla susceptibilidady laresistenciaa la infección deciertos

protozoos(Titus el aL, 1986; Howard, 1987).Varios laboratorioshan demostradoque la

presenciade citocinasIhí secorrelacionaconla resistencia,mientrasquelas citocinasTh2 lo

hacencon la susceptibilidad(Heinzeletal., 1989;Scott, 1988;Locksley& Scott,1991).

La asociaciónentre linfocitos Thl y protección,y de otra parte, entre linfocitos Th2 y

susceptibilidadfuerigurosamenteestablecidatrascomprobarcomolíneascelularesqueexhiben

perfilesThl transfierenprotección,mientrasque lascélulasconcitocinasTIC incrementanla

susceptibilidad(ScottetaL, 1988; Holadayelal., 1991).

Otro delos factoresquepuedeinfluir enlarespuestainmunitariaesla dosisdeantígeno

moculada(Bretscherel aL, 1992).Detal maneraqueunacepamurinasusceptiblepuedellegar

a ser resistentesi los animalesson previamentetratadoscon bajas dosis de antígenos

parasitarios.Los mecanismosimplicadosenestarespuestano estánbien definidos,pero se

postulaqueintervienela inducciónde célulasT CD8+.

Porsuparte,lascitocinassonmediadoresdenaturalezapeptídicaquesesecretantanto

durantela respuestainflamatoriaagudacomoen la crónicapordistintascélulasinflamatorias

comolosmacrófagos,linfocitos,célulascebadasy célulasendoteliales.Engeneral,sesintetizan

enrespuestaaestímulosdetipo inmunológico . Susíntesistienelugarmedianteprocesosque

implicannuevatranscripciónde genesy generaciónde ARNminestable,lo queunido al corto

periododetranscripciónhaceque setratede unasíntesistransitoria.Unavezsintetizadasno

sealmacenanen la célula,sino quesesecretaninmediatamenteactuandosobrereceptores

específicosde suscélulasdiana.

La mayorpartede las accionesde las citocinassobresus células dianadependen

tambiénde unanuevatranscripcióngénica,queestámediadapor la activaciónde ffictoresde

transcripción.Estosfactoresdetranscripciónactivosmigranal núcleoy seunenasecuencias
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de nucleótidosespecificassiendocapacesde estimularo inhibir la transcripcióndegenes.Así

pues,la actividadde lascitocinassobrelascélulasdianafuvorecela síntesisdenuevasproteínas

que puedantenerdiversasacciones:antivfricas, inmunológicas,receptoresde superficie,

moléculasde adhesión,otrascitocinas(AbbaselaL, 1995).

No obstante,la actividadde las citocinasesmuy compleja,yaque:

— Unamismacitocinapuedeestimulardistintostipos de células(píciotropismo).

— Cadacitocinaescapazde producirdiferentesefectossobreunamismacéluladiana.

— Puedeninfluir positivao negativamenteenla síntesisdeotrascitocinasenla célula

diana.

— Puedenactuarconjuntamenteproduciendoefectossinérgicoso antagónicos.

— Puedenaumentaro disminuir el número de receptoresespecificospara estos

mediadores.

Por otraparte,lascitocinassoncapacesde interaccionarsobrelos receptoresde la

nusmacélulaquelas secreta(acciónautocrina),-comosucededuranteel procesodeactivación

del linfocito Th-, de célulaspróximas(acciónparacrina)-actuaciónenel foco inflamatorio-,

o biensonsecretadasa la sangreproduciendoefectossistémicos(acciónendocrina).

Segúnsuorigeny susefectossobrelas célulasdiana(Liles& vanVoorhis, 1995),se

clasificancomo: Ñctoresde crecimientohematopoyético,interferones,linfocinas,monoemas

y quirniocinas (ANEXO II).

2.9.1.2. La respuestainmunitariafrenteaprotozoos

Lapresenciade parásitosunicelularesen el organismoesrápidamentedetectadapor

los macrófagosqueinicianprocesosde fagocitosis.La activaciónposteriordelosmacrófagos

acelerala fagocitosise intensiflcaladegradacióndelos parásitos,perono esmdispensablepara

iniciar la actividadmacroI~gica.Losproductosmetabólicosde los protozoos,seguramente

jueganun papelen la activación de estascélulas. La estimulaciónde los macrófligos,
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endoteliocitos,fibroblastosy plaquetasinduceaestascélulasaproducirunaseriedemoléculas

activas,siendolas máscomunesla interleucina1 (IL- 1), IL-6, IL-8 y el factorde necrosis

tumoral (TNF). Estasmoléculas,individual o colectivamente,estimulanla produccióny

quimiotaxis de los neutrótilos,linfocitos y macrófhgos.Al mismo tiempo actúansobreel

endoteiovascularaumentandolas moléculasde adhesióny la permeabilidadcapilar, lo cual

favorecela retención,extravasacióne infiltración localde estascélulas.

El resultadofinal eslaproducciónde uninfiltrado inflamatorio alrededordelparásito,

con abundanciade células fagocitarias(neutrófilos y macrófagos),factoresplasmáticos

(complemento,lisozima,...) y células inmunes (macrófagosy linfocitos). En infecciones

generalizadas,estaslinfocinastambiénprovocanefectossistémicoscomo la producciónde

prostaglandinas(que causanfiebre), de ACTH (que liberan corticoides), y de proteínas

hepáticasdefaseaguda(comolaproteínaC reactiva,queejercediversasfuncionesdefensivas).

Los macrófagosde ratonessusceptiblesa protozooscomo Plasmodiutn,Babesia,

Typanosoma,o Leishmania eliminan a los respectivosparásitoscuando son activados

medianteinmunomoduladoresinespecificos.Esto pruebaquelos macrófugospuedenejercer

funcionesparasitolíticassin activaciónespecíficapreviay sugierenquelo mismodebesuceder

enel foco inflamatorio de lasrespuestasde faseaguda.

Enprevisión,sin embargo,de queestarespuestapudieraserinsuficienteparaeliminar

alpatógeno,lapresenciademacrófagosy linfocitosenlazonapermitelainiciaciónmuyprecoz

de una respuestainmune específica.Esta respuestaempiezacon la activación de los

precursoresde linfocitos T cooperadores,continúa con la activación de los linfocitos

cooperadores,y, probablemente,despuésseespecializahaciauna respuestamediadapor

célulaso unarespuestahumoral.

2.9.1.2.1.La activaciónde los linfocitos T cooperadores(Th)

La activaciónde los linfocitos Th ocurretempranamenteen el cursode la respuesta

mmunitaria,y, al menos,requierede dosseñales.La primeraseñalprovienede la unión del
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receptordellinfocito T (TCR) conel complejo antígeno-moléculadeCMII de claseII de la

célulapresentadora(CPA).El linfocito Th estimuladoprituariamenteporelcomplejoantígeno-

CMII de claseII sedenominalinfocito Ib precursor(ThP). La estabilidaddel complejo

formadoporel receptordel linfocito (lCR)y el antígeno-CMHde claseII sealcanzaatravés

de las proteínasCD3 y CD4 que estabilizanla combinaciónconel lCR y ayudana la

transmisiónde señalesal interior del linfocito. Además,otraseriede proteínasde la CPA

(CD22, CDS4y CDS8) seacoplanconproteínasdel Ib (CD2, CD1la, CD18 y CD4S)y

refuerzanambasfunciones.

La segundaseñalprecisaunpardecoestímulos.Estosson: laacciónde las citocinas

IL- 1 y IL-6 producidaspor laCPAactivada,y launióndc laproteínade superficie 137 de la

CPA con las proteínasCD28 o CThA4 del linfocito y citocinasproducidaspor la CPA

activada,cuyaprincipalfunciónes la de iniciar la respuestainmunológica.Estasdosseñales

juntasinducenlaexpresiónde receptoresparaIL-2, asícomolaproduccióndelapropiaIL-2

(ManneletaL, 1985).

Enestecontexto,la IL- 1 contribuyealaactivacióndelTh, estimulala actividaddelos

macrófagos,célulasagresorasnaturales(NK), mastocitosy linfocitos 13 y contribuyea la

respuestade la léseaguda.Porotraparte,La IL-6 favorecela activacióndelTh, promuevela

proliferacióny diferenciaciónde los linfocitos 13, y participaenla activaciónde la faseaguda.

Estacomplicadasecuenciade acontecimientosnecesariaparaactivarlos linfocitosIb

escaracterísticadela respuestainmune.Lasconsecuenciasdeunainmunidadaberranteserían

tandevastadorasparael individuo quela naturalezahahechoesfuerzosporasegurarsede que

la respuestainmunológicaestébienregulada.

La interacciónde la11-2con susreceptoresestimulala multiplicaciónde lascélulas

T1IP y sudiferenciaciónhacialinfocitos Ib activados(mO).La principalfunciónde laIL-2 es

la de amplificarlarespuestainiciadaporcontactodellinfocito T cooperadorconla CPA. Esto

se va a llevar a caboinduciendoel crecimientoy la activaciónde las célulasque expresen

receptoresparala IL-2, incluyendolaspropiascélulasIb (GreebaumelaL, 1988),quesonlas

queprincipalmentela producen(efectoautocatalítico),los linfocitos T citotóxicos(Malek el
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aL, 1985;MorganelaL, 1976)ylascélulasNiK(Trinchieri,1989).Estascélulasactivadaspor

la IL-2 son capacesde producir a su vez otrascitocinascomo fuctoresde crecimientoy

diferenciaciónde los linfocitos 13, eosinófilosy mastocitos(IL-4, IL-5, IL-6, IL-9), factores

hematopoyéticos(IL-3, GM-CSF) que estimulanla producciónen médulaóseade nuevas

célulasinmunesmieloidesquepasana la circulación,o IFN-y (secretadopor los linfocitos T

y célulasNK) quetiene,entreotrastlmciones,la deaumentarlaactividadde laspropiascélulas

N?K (Lamont,1996),aumentarla expresiónde los receptoresde alta afinidadparala IL-2 en

célulasdelsistemamonocito/macrófago,aumentarel númerode moléculasClvii de claseII

y de receptoresparaFc y complementoenla membranade célulasdelsistemamononuclear

fagocítico(Murray, 1 990a; 1990b),y aumentarlas moléculasde CMII de clase1 dc células

dianadelos linfocitos 1 citotóxicos(Trinchen & Perussia,1985).Todo ello setraduceenun

aumentofinal enla actividadde las célulasNK, de los linfocitosy de las funcionesdelsistema

macrófago-monocito(fagocítica-bactericida,presentadorade antígeno,tumoricida) (Paul,

1989);estascélulasmacrofágicas,reclutadasy potenciadasenormementeensusfuncionespor

laactivacióninicial de los linfocitosT cooperadores,seránlasprincipalescélulasefectorasque

medienlas respuestasde hipersensibilidadretardada(inflamacióncrónica)(Nathan,1987).

Los macrófligosquevan siendoreclutadosal foco inilamatoniopresentanel antígeno

a otros linfocitos 1 cooperadores,y segreganmás IL-1 y otrascitocinascomo el TNF-a

perpetuandola respuesta(Stites& Ten, 1991,Paul,1989).Ambascitocinas,apartede inducir

la formaciónde IL-2 por los linfocitos 1 y otrascélulasdelsistemaininunitario,sontambién

activadorasdelasprostaglandinasendiferentestejidosdelorganismo,y portantoresponsables

directasdemuchosdelos signosy síntomasdelprocesoinflamatorio,comosonelaumentode

lasproteínasde la faseagudapor los hepatocitos,la neutrofiliay la fiebre. Susefectosenel

cerebro,ademásde la fiebre,sonfundamentalmentesomnolencia,anorexiay aumentode la

secreciónhipotalámicade CRF(factoractivadorde ACTHT), conel consiguienteestímulodel

ejehipofiso-suprarrenaly aumentode esteroides(Le & Vilcek, 1987).

La activaciónde los célulasIb se produceen los dosprimerosdíasde la infección

parasitariay constituye,simplemente,el pasoinicial de la ampliaciónde la respuestainmune.

El fenómenopredominante,en estemomento,es la promociónde un foco inflamatorio
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inespecifico(como enla respuestadela faseaguda)peroyaseinicia la expansióndelinfocitos

T precursores(ThP)y 13 queprecedeala reaccióninmuneespecífica.Estaactivacióndelas

célulasIb pareceserun pasointermediodeorganizaciónde la respuestainmuney elprimer

ataquecontrael parásito.Aunqueseobservaunaestimulacióngeneralizadade las células

inmunes(medianteIL-2 eIL-3), ya existela estimulaciónconcurrenteperoespecificade la

inmunidadmediadaporcélulas(medianteIFN-y e11-2)y de la inmunidadhumoral(mediante

lasJL-4,11-5 eIL-9).

Si el parásito(o susantígenos)estánpresentestrasla primerasemanade infección,los

antígenostienen la oportunidadde reestimularlas célulasTh activadas.Esta estimulación

crónicaprovocaladiferenciaciónde los linfocitos1 activadosenunadedosdirecciones:hacia

linfocitos Thl ó TIC. LascélulasThl producenIFN-y, IL-2 y TNF-~ quesonactivadoresde

la respuestamediadapor células (macrófagos,células NK y linfocitos T citotóxicos) e

inhibidoresde la inmunidadhumoral.Las célulasTIC, encambio,producenIL-4, IL-5, IL-6,

IL-9 e IL- 10 que sonactivadorasde la respuestahumoral (linfocitos B, IgG, IgE, IgA,

mastocitos,y eosinófilos)e inhibidorasde la inmunidadmediadaporcélulas.Ambostiposde

linfocitosproducentambiénIL-3 quemantieneelreclutamientodelascélulashematopoyéticas

durantela respuestainmune.Unavezqueelparásitohasido eliminadoy la estimulaciónpor

sus antígenoscesa,las células1 reviertena célulasmemoria(TM). Los linfocitos TM son

célulasde vidalarga,muysusceptiblesa la estimulaciónantigénicay queproducensólo11-2

(como amplificadorade la respuestainmune) cuandoson reestimuladaspor su antígeno

específico.

2.9.1.2.2.La activaciónde los linfocitos 1 citotóxicos

Requiere,al igualquelos 1 cooperadores,dosseñalesde activación.Unaprovienede

la interaccióndelreceptordel linfocito 1 conelcomplejoantígeno-moléculaCMII de clase1

presenteenla membranade lacéluladiana(célulainfectadaporvirus, célulatumoralo injerto

de un tejido extraño)(Bjorkman et aL, 1987). La segundasefial la proporcionala 11-2

producidaporel linfocito 1 cooperadoractivado(Malek etaL, 1985;Morganel aL, 1976).
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El linfocito 1 citotóxicoactivadoliberaráentoncessuscitocinas,quesonlasencargadas

de eliminara la céluladiana(Paul, 1989).

2.9.1.2.3.La activaciónde los linfocitos 13

Laproducciónde anticuerposrequicre,porun lado, la activaciónde los linfocitos 13

(Paul& O’Hara, 1987),y porotro sudiferenciaciónencélulasplasmáticas,queseránlasque

secretenlas inmunoglobulinas(Kishimoto, 1985,Hirano el al., 1986).Mientrasel linfocito T

cooperadoresactivadoporun antígenoconcreto,los linfocitos 13 específicosparaesemismo

antígenolo reconocenatravésde susreceptoresde membrana-BCR- (inmunoglobulinasde

superficie).La uniónconel antígenoesseguidade la internalizaciónreceptor-antígeno,y ello

constituyela primeraseñalen la activación;que essuficientepara la activaciónen células

CD5+,mientrasqueel restode los linfocitos B necesitanunasegundaseñal,querecibentras

la interaccióncon los linfocitos Ib activados.El linfocito 13, unavezprocesadoel antígeno,

actúaahoracomoCPA, presentandoel antígenoa los linfocitos Th activados.

Lasegundaseñalseestableceporla interacciónde CD4O de la superficiedellinfocito

B con su ligando correspondiente(CD4Ol), que sólo seexpresasobrela superficiede los

linfocitos Ib activados.Las citocinasqueintervienenen laayudaa los linfocitos 1 sonIL-2,

11-4 e IL-6. Las señalesllevana la proliferacióny las citocinasala diferenciaciónen células

productorasde anticuerpos(plasmocitos).

2.9.1.3.Aspectosinmunológicosde la tricomonosishumanay experimental

2.9.1.3.1.Mecanismosde defensainmunitariano específicafrentea 77 vaginalis

A.- Complemento

Entrelos mecanismosinmunológicosno específicosqueescapazdeactivar77 vaginalis

hasido señaladala víaalternativadel complemento.Laprimeradeclaraciónexplícita,eneste

sentido,la realizaronGilliny Sher(1981),siendoconfirmadaporHolbrookel aL (1981);esto
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sólo podríasersuficienteparaexplicar satisfáctoriamentelaimposibilidaddediseminaciónpor

vía sanguíneadel parásito.Ambostrabajos,que sonmuy similares,describenla lisis de 77

vaginalisporsueroshumanosy decobayolibresde anticuerpos,y la prevencióndela lisis por

inactivacióntérmica,perono pormhibiciónselectivade la activacióndelcomplementoporla

víaclásica.Lossuerosdeficientesenlos dosfáctoresC3 y C8 no lisanelparásito,mostrando

queambossonnecesariosparala formacióndelcomplejodeataquea lamembrana.

77 vaginalis, entreotrasestrategiasde evasiónde la respuestainmune,escapazde

evitar la accióndel complemento.En principio, el parásitocuentacon laventajade que se

localizaenunambientepobreencomplemento.El mucuscervicalesnotablementedeficiente

(Demesel aL, 1988a;Alderetea’ aL, 1995),de modo quela sangremenstrualrepresentael

únicoaportede complementoala vagina.

Se ha comprobadoen la sangremenstrualactividad citotóxica mediadapor el

complementosobre77 vaginalis, lo quellevaaunadisminuciónenlacargaparasitariadurante

la menstruación(Demesel aL, 1988b).A pesarde ello, los síntomaspuedenexacerbarse,

debidoa la activaciónde algunosflictores de virulenciamediadosporhierro.

Demesel aL (1988a)encuentranquealgunosaislamientosresistentesal complemento

sehacensusceptiblesdespuésdelcultivoprolongadoiii vilro, lo queconcuerdaconlahipótesis

dequelavariaciónfenotípicapermitealprotozooevitar la lisis mediadaporel complemento.

Trasel cultivo enmedio suplementadoconhierro,77 vaginalisestambiéncapazderesistirla

lisis mediadaporlaactivaciónde lavíaalternativadelcomplemento(Aldereteetal., 1995).La

resistenciapareceligadaaladegradacióndelcomponenteC3 porlaaccióndecistein-proteasas,

cuyaexpresiónestáreguladaporel nivel de hierrro.

B. - Neutrófilospolimorfonucleares

Laactividadtricomonicidadelos neutrófilosestáíntimamenteligadaalaactivacióndel

complemento.In viti-o, el efectoletaldeestascélulasesobservadosólo enpresenciadesuero

complementado.Esteproceso,segúnsecree,acontecedela siguientemanera:la fracciónC3b
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delcomplementose une, de una parte,a 77 vaginalis (célula diana),y de otraal receptor

especificoenla membranadelneutrófilo,paraquese desplieguesucapacidadcitocida(Rein

etaL, 1980).

El hecho de que los fragmentosC3a, también liberadospor la activación del

complemento,seanquimiotácticosparalos neutrófilospuede,seguramente,significarqueestas

células(abundantesenel flujo vaginal de mujeressintomáticasinkctadaspor 77 vaginalis)

jueguenunpapelimportanteenla defensade latricomonosishumana(Ackers,1983).Mason

y Forman(1980; 1982)ya señalaronlapresenciadeunasustanciasolubleproducidapor 77

vaginalis queesquimiotácticaparalos neutrófilos.Iicialmente,sesugirió que la molécula

activaeraunaproteínade alto pesomoleculary termolábil,peromástarde,sedemostróque

setratabade un polipéptidoconunpesomolecularde 900 dalton(ChikunguwoetaL, 1985).

Losefectosquimiotácticosdelosproductossecretadospor77 vaginalishansidocontrastados,

al menos,porotrosdosgruposexperimentales(Rasmussen& Rhodes,1985;BrasseuretaL,

1985).SegúnMasonyFornian(1982)yBrasseuretaL, (1985),la actividadquimiotácticaes

mayorcuantomayorsealapatogeniadelosaisladosdelparásito.Porcontra,paraChikunguwo

y suequipo(1985)y paraRasmusseny Rhodes(1985),ambosfactoressonindependientes.

Ninguno de los autores ha relacionadoel efecto quimiotáctico con la activación del

complemento.

El hechode quelos neutrófilosdelhospedadorposeanla capacidadde migraral ser

atraídasporel parásito,sugierequeestascélulasdesarrollanun funciónmuy significativaen

la respuestahumanaaestainfección(Gardneretal., 1986).

C.- Macrófagos

En experienciasin viIi-o, los macrófagosmurinossehanmostradomuyeficacesenla

eliminaciónde 77 vaginalis, siendoel rendimientovariable,enfuncióndc lacepadonantede

células,Sin embargo,no existeunabuenacorrelacióncon la susceptibilidada la infección

intraperitonealdelparásito.
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De otra parte,en estudiosrealizadosen humanos,células macrófagosde sangre

periféricadevoluntariossanospresentanapreciablesnivelesdecitotoxicidadespontáneafrente

aL vaginalis (Mantovaniel aL, 1981).

ParaAckers(1990),no estáclarocómolos macrófagoscontribuyenaladefensafrente

apatógenosextracelulares,aunqueéstasehayacomprobadoenla infecciónprotozoana.

D.- Anticuerposnaturales

La existenciade factoreslíticos (mediadospor el complemento)y aglutinantesenel

suerode individuos no expuestosa 77 vaginalisha obligado a definir el límite mínimo de

positividadparalos métodosdiagnósticosbasadosenla determinacióndeanticuerposséricos.

La actividadlítica sehaasociado,generalmente,a la intervencióndeanticuerposinespecificos,

salvoparaWeld y Kean(1958)quienesla vinculan conla presenciade dióxido de carbono

(CO2) enel suero.En general,dependiendode la técnicautilizada, títulos de 1/20a 1/60 se

consideraninespecificos(Honigberg,1970).

Reinsenhofer(1963)investigólaactividadlítica y aglutinantedeunaampliavariedad

desueroshumanosfrentea 77 vaginalis,señalandoque,los suerosno calentadostienenuna

actividadlítica importante,independientedelaedad,sexoo inféccionespreviasconel parásito;

enlos suerosmactivados(30756
0C), sereducepero no sepierdedichaactividad.

La actividadaglutinantedel suerohumanofue modestacomparadacon ladel suero

bovino(Reinsenhofer,1963).Un estudiomásexhaustivodelasaglutininasensuerorealizado

porSamuclsy Chun-Hoon(1964) les llevó a laconclusiónde quela aglutinaciónobservada

sedebea anticuerpos.No seconoceconcertezael origendeestosanticuerposinespecificos

del suero,pero serelacionanconla respuestaa componentesnormalesde la flora intestinal,

infeccionescontricomonádidoscomensaleso conciertapredisposicióngenética(Samuelsy

Chun-Hoon,1964).Puestoquelas inféccionespor Ti-ichomonasíenaxy Pentafrichotnonas

hominis sonrelativamenteraras,la primeraexplicaciónparecela másprobable(Ackers&

Lumsden,1978).Encualquiercaso,no estáclaroelpapelde los anticuerposinespecíficosen

83



REViSIÓN BIBLIOGRÁFICA

el conjuntode los mecanismosde defensadel hospedador.

Deotraparte,sesabeque los anticuerposespecificostienenla capacidadde estimular

la activaciónde la rutaalternativadelcomplemento,y ello puedecontribuir aun sistemade

defensamáspotentefrentea 77 vaginalis (Gillin & Sher,1981).

2.9.1.3.2.Mecanismosde defensainmuneespecificafrentea 77 vaginalis

A.- Anticuerposespecificos

El papelde la inmunidadadquirida en la tricomonosishumanano estáclaro. La

exposiciónal parásitono parececonferirprotección,puestoque en infeccionesrepetidasno

seobservadisminuciónen la duraciónni enla intensidadde la sintomatología.

Mediantepruebasserológicas(jMason,1979;Streeta’ aL, 1982;Matthews& Healey,

1983;Alderete,1984;CogneelaL, 1985;Wos& Watt, 1986)sehadeterminadola existencia

de anticuerposespecíficosIgM, IgGeIgA, aunqueno deIgE. Deotraparte,los resultadosde

Chipperfieldy Evans(1972)demuestranel incrementoenel conjuntode célulasplasmáticas

secretorasde esassubclasesde inmunoglobulinas,en las infeccionesendocervicalespor 77

vaginalis,N gonorrhoeaey C. albicans.

Enparejassexualesde varonesinfectadosasintomáticos,tambiénseha comprobado

el aumentoenel númerode célulasplasmáticasen el áreaendocervical,lo querelacionala

producciónde anticuerposlocalescon los mecanismosinmunitariosde proteccion.

Deotraparte,elsuerodepacientesinfectadostransfiereprotecciónaratonesinfectados

intraperitonealmentepor 77. vaginalis (leras, 1961; Honigberg, 1970). Estos resultados

confirmanel papelprotectordel suero,que debeir ligado a la existenciade anticuerpos

específicos;sinembargo,no quedaclarocómoesasinmunoglobulinas,quehansido incapaces

de protegeral donantedel suero,hacenposible la inmunizacióny evitan los efectosdel

parásitoinoculadoexperimentalmente.
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Aunqueenla actualidadsiguesin estarclaroelpapelquejueganlos anticuerposséricos

y vaginales,Abrahamel aL (1996)consiguenunaprotecciónsignificativatraslainmunización

subcutáneaconelparásitoenun modelomurinodeinfecciónvaginal.Sin embargo,cuandola

primo-infección se efectúapor vía vaginal, tratando a continuacióna los anñnalescon

metronidazol,,no se apreciaprotección frente a la reinfecciónvaginal. La presentación

antigénicadebesercrucial en la inducciónde unarespuestainmuney, enestesentido, la

presentaciónsistémicaresultaventajosasobrelapresentaciónlocal(vaginal).Estehechopuede

explicarporqué las intéccioneshumanasrepetidasno inducenproteccióno unarespuesta

mmunedetectable,en comparacióncon la inmunizaciónexperimentalpor vía subcutánea.

Además,el sistemainmune del ratón puederespondera un antígenodiferente o puede

procesarlode modototalmentedistinto acomolo haceel sistemainmunehumano.

Enlainfecciónhumana,parecequelarespuestadeanticuerposno eselevada,e incluso,

durantela infecciónactiva,los títulos sonbajos(Honigberg,1987;Aldereteel al., 1991).

La ausenciade respuestaprotectoraenintéccionesrepetidaspuedetambiénatribuirse

alaheterogeneidadantigénicade 77 vaginalis.Además,comomuchosotrosprotozoos,utiliza

la variaciónfenotípicacomo mecanismode la evÁsióninmune. Alderete et al. (1992)han

encontradoqueensumembranaseexpresanalternativamentedosclasesde marcadores:unas

glicoproteinasaltamenteinmunógenas(P270)y las adhesinas(AP6S,AP51, AP33 y AP23).

Mientrasquetodoslos aislamientos(tipo 1 y tipo II) sintetizanP270,sólo los detipo II pueden

experimentarvariaciónfenotípicaentrela expresióncitoplásmaticay superficialdeP270.Por

ello los fenotiposhansido denominadoscomoA+B- (P270positivo)y A+B- (P270negativo)

(Alderete, 1988).Los organismosconfenotipopositivocarecende adhesinasy no seunena

las células del hospedador,y sólo lo hacenloá fenotipo negativo. Despuésdel cultivo

prolongadoin vftro van adquiriendoel fenotipo positivo, mientrasque in vivo ocurrelo

contrario(Alderete,1987).

La glicoproteinaP270tieneepitopoinmunodoniinante,queesimportanteparala unión

a anticuerpos(Dailey & Alderete,1991).Suauseñciaen la superficiecelulary la naturaleza

recesivade las adhesinaspermitaa los organismoscon fénotiponegativoevitarel ataquede
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los anticuerpos(Alderete,1987).Además,las adhesinaspuedenmimetizarla estructuradel

enzimamálico, lo que puededeterminarsuescasainmunogenicidad(Aldereteel al., 1995;

Engbring el aL, 1996), siendo este mimetismo molecular otro ejemplo de cómo los

tricomonádidospuedenescapara la detecciónporel sistemainmune.

Otroinmunógenodealtopesomolecular,eldenominadoP230,presenteenla superficie

de todoslosorganismos,puedeexperimentarcambiosconformacionalesquele permitenevadir

a los anticuerpos(AldereteelaL, 1987).Además,larespuestadeanticuerposestárestringida

a uno o unospocosepitoposdeP230(Aldereteel aL, 1991),lo quepermiteal parásitoevitar

la opsonización.

77 vaginalis disponedeotros mecanismosde evasiónde la respuestainmune. Así,

Provenzanoy Alderete (1995)y Min el al. (1997) hancomprobadoque muchascistein-

proteasassecretadasporel parásitodegradanIgG,IgM e IgA, y Pearsony Alderete(1982),

que puederecubrirsede proteínasplasmáticadel hospedador,lo que impediría al sistema

inmunereconocerlocomoextraño.

Endefinitiva,el parásitohadesarrolladonumerosasestrategiasparaevadirel sistema

inmunedelhospedador,lo queunidoasulocalizaciónprivilegiada,que,deentrada,le permite

unaescasaestimulaciónantigénica,explicanla respuestainmunemoderadaquedesencadena,

a la vezquedificulta el esclarecimientode los mecanismosimplicados.A pesarde ello, los

éxitos logrados en los anñnalesde experimentación,sometidosa diferentespautasde

inmunización,comoocurreenel modelo de Abrahamel aL (1996)han hechoresurgir las

esperanzasparael desarrollode una vacuna.Las altascifras de incidencia, a pesarde la

disponibilidadde tratamiento,apoyanla investigaciónenestesentido.

B.- Anticuerposlocales

Al igual queocurreconlos anticuerposséricosespecíficos,no estáclaroelpapelque

jueganlos anticuerposlocalesde la vaginaen la protección.Su existenciaen secreciones

cervicovaginaleshasido comprobadaportécnicasderadioinmunoensayo(Ackerselal., 1975),
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inmunoenzimáticas(Streetel aL, 1982; Alderete, 1984)y de inmunofluorescencia(Su-Lin,

1982).Engeneral,IgGeIgA sedetectanenlamayoríadelas mujeresinibetadas,mientrasque

IgM e IgE sólo seobservanenunpequeñoporcentaje.

Sehapostuladoquelos anticuerposlocalespodríanestarimplicadosenlaescasao nula

sintomatologíade la tricomonosisen el varón, pero no concuerdacon los bajostítulos de

anticuerposdetectados(Ackersel aL, 1978).

SegúnGoldstineel aL (1983), lasIgA localespuedenpotenciarel efectoopsonizador

de IgG para la fhgocitosis por leucocitos polimorfonucleares.Sin embargo,no existen

evidenciasdesuparticipaciónenla respuestaprotectorwinclusoenalgunoscasos(Alderete

el aL, 1991)no sedetectananticuerposvagmales.Enel trabajodeAbrahamel aL (1996)se

detectanmásIgO queIgA en los lavadosvaginalesde ratonesinmunizadosporvíasubcutánea

conFvaginalissuspendidosenadyuvantedeFreund,confirmandolainduccióndeanticuerpos

enlassecrecionesvaginales,cuandoseutiliza unarutasistémicaparala inmunización(Thapar

el aL,1990;Bouvetel aL,1994).AunqueAbrahamel aL (1996)handemostradola relación

entrerespuestainmunehumoraly protección,otrosprocesosinmunesdebenestarimplicados.

El adyuvantecompletodeFreundesunestimulantede la respuestammunehumoraly celular,

mientrasqueel incompletoestimulaprincipalmentelahumoral(Cooper,1994).Ambos son

utilizadosenelmodelodeinmunizaciónde Abrahamel aL (1996),por lo quesugierenquela

inmunizacióncon los protozoossuspendidosenesosadyuvantespuedeinducir ambasramas

delsistemainmune.

C.- Inmunidadmediadaporcélulas

La inmunidad celularha sido citadaentrelos mecanismosde proteccióncontrala

infecciónpor 77 vaginalis(Mason& Patterson,1985).Aunqueno hay evidenciasdesuelimin

acióndirectaporcélulas1 citotóxicas,sí sehacomprobadola intervencióndemacrófligosy

neutrófilos(Ackers, 1990).Landolfo el aL (1980)demostraron,midiendo la liberaciónde

timidina tritiada por organismosmarcados,cómo una población celular (posiblemente

macrótbgos)no estimulada,procedentede lacavidadperitonealderatonesBALB/c, eracapaz
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de aniquilar in viti-o al parásito.De las 19 cepasutilizadas en los ensayos,tan sólo 4

presentabanbajacitotoxicidad.

Posteriormente,Martinotti el aL (1985) indicaron que la citotoxicidad de los

macrófagosprocedentesde ratonesBALB/c sanospuedeincrementarsepor incubacióncon

células1 de ratonespreviamenteinmunizadoscon antígeno.La incubaciónconcélulasT de

ratonesinoculadoscon albúmina séricabovinaproduceunadisminuciónsignificativade la

activación,mientrasquelas células1 de ambosgruposinmunizadoscarecenporsímismasde

actividad citotóxica. En definitiva, como ocurre en una amplia variedadde infecciones

microbianas,laactivacióndemacrófagosporlinfocinasproducidasporcélulasT sensibilizadas

esun elementoclaveenla defensafrenteapatógenos.

La capacidadde los neutrófilosparaeliminaral parásitoha sidocomprobadain viti-o

por Rein el aL (1980),pareceuno de los mecanismosdependientede 02 y complemento,

aunqueocurreenausenciadeanticuerposespecificos,sugiriendolos autoresquelaactivación

de lavíaalternativadelcomplementodeterminala unión delcomponenteC3b a la superficie

delparásito.Posteriormente,C3b seunealos receptoresespecíficosde los neutrófilos Los

autorespresentande formafascinante,cómolos neutrótilosrodeany fraccionanunparásito,

demasiadograndeparaser ingeridoentero,concluyendocon la fagocitosisporpartesdel

tricomonádido.

Yanoy suequipo(1983)estudiaronlarespuestaaantígenosparasitariosde linfocitos

sanguíneosde pacientescon tricomonosis.Mediantela incorporaciónde timidina tritiada,

detectanlinfoproilferaciónen presenciade antígenossolublesobtenidospor sonicaciónde

parásitosmantenidosen cultivo. La respuestadependede la presenciade linfocitos T

cooperadores(Ib). Conantígenosdeexcreción-secreciónprocedentesdecepasde alta o baja

virulenciaseconsiguenresultadossimilar (Mason& Patterson,1985).En ningúncasolos

antígenosactúancomomitógenosinespecificos,yaqueesunadelasestrategiasadoptadaspor

algunosprotozoosparamducirinmunodepresión(Ackers,1990).
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2.9.2. Inmunomodulación

Los inmunomoduladoressonproductosde origennaturalo sintéticoque modifican

directamentela función inmunitariaespecificay tienenun efectonetonegativoo positivoen

la actividaddel sistemainmunológico.Losusosclínicoscontemplandesdela reconstitución

de la deficienciainmunitariaa lasupresiónde la función inmunitarianormalo excesiva.Los

avancesde la BiologíaMolecularhanpermitidola identificacióndeunacantidadcrecientede

sustanciascapacesde modular,de maneraespecifica,la respuestainmune. Básicamentese

destacaránentreellas, los interferones,las interleucinas,los factoresde necrosistumoraly

estimulantesde colonias,y de otraparte,los anticuerposmonoclonales.

Los mecanismosde inmunomodulacióndebendirigirsehaciacualquierade las células

que participanen la regulaciónde la respuestainmunológica: linfocitos 13, 1 y células

presentadorasde antígeno(CPA). Principalmente,hacia los células1 ya que sonel eje

fundamentaldelaregulacióndela respuestahumoraly celular.Lamayorpartedelos esfuerzos

sehanenfocadohacialasinterleucinas,queproporcionanseñalesdeactivaciónparacélulasdel

sistemainmunológico. En la actualidad se utilizan combinacionesde interleucinasen

investigaciónclínica, lo mismo que combinacionesde interleucinascon anti-metabolitoso

factoresde necrosistumoral, o ambos.

Lapresenciade receptoresespecificosenlas superficiescelularesparala mayorparte

de lasinterleucinas,tambiénhaceposible,cuandosehanidentificadolos receptores,examinar

los efectosde los anticuerposmonoclonalesdirigidos contra tales receptores.Dichos

anticuerpospuedenmimetizaro inhibir los efectosdelas interleucinas.

LastécnicasdeADN recombinantehaproporcionadocantidadesilimitadasdecitocinas

muypurificadas,lo quepermitela evaluaciónclínicadeestassustanciasen ausenciadeotros

agentesfisiológicamenteactivos.

En una etapaprevia, en ausenciade compuestospurificados,seutilizaron varios

inmunomoduladoresinespecificosparaincrementarla respuestadel hospedadoren ciertas
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situacionesclínicas.Estossepuedendividir en tresclases:productosde origenmicrobiano,

productosderivadosde mamíferosy productosde síntesis.

Inniunomoduladoresno específicos

1 Productosdeorigenmicrobiano: lii. Productosdesintesis:

BacilodeCalmette-Guérin(BCG). Aziniexón.

Bestatin. Cimetidina.

Parvum. Inosinepranobox

Endotoxina. Levamisol.

Esqueletode la paredcelulardeNocardia rubra.

II. Productosderivadosde mainiferos:

Timosinaa1. Timomodulina

Timosinafracción5. Timoestimulina

Los inmunomoduladoresno específicosde origen microbiano,han demostradoun

beneficioterapéuticolimitado, bajapurezay variabilidaddelproductode unlote aotro.

No obstante,dentro de los estimulantesinmunitariosno específicosde naturaleza

flingicapodemosencontrar:Un glicofosfopéptido(Inmunoferón®o AM-3) que,porsuacción

como estimulantesobrelas defensasdel organismo,está indicado en inmunodeficiencias

secundariasaenfermedadeso fármacos,yengeneralcomotratamientocoadyuvantedeterapias

especificas,enprocesosneoplásicoso infécciososenlos queexistaun déficit de inmunidad

celular. El fármacoInmunoferón®produceun incrementode IIL-2 y la síntesisde célulasNK

en el bazode ratonesmmunocompetentes,tratadoscon 30 mg/Kg/día (15 días), sin que

favorezca la linfoproliferación por mitógenos de células T y B (Rojo el aL, 1986).

Ocasionalmentepuedeproducehipercalcemia.

Los inmunomoduladoresno específicosderivadosde mamíferosincluyentimosinas,

sustanciassimilaresahormonasproducidasporel timo, las cualestienendiversasactividades

biológicas como aumento de las respuestasinmunológicasen animales normales y

timectomizados.Aunque son potencialmenteútiles en el tratamiento de estadosde
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inmunodeficiencia,aún no handemostradoen los estudiosclínicoscontroladosunaeficacia

significativa.

Nikolsky etaL (1990)investiganlacapacidadde las subpoblacioneslinfocitariaspara

sintetizarsustanciasconactividadtimosinabajolainfluenciadelatimoestimulina,unpreparado

de factorestímicos.Los linfocitos1 sintetizansustanciasanálogasala timosinaenrespuesta

a la administración de timoestimulina. La administración de un factor tímico TP- 1

(timoestimulina)aratonesproduceun aumentoenla actividadNK (Bistoniel aL, 1984).Por

otraparte,el efectodeestet~rniacosobrelahematopoyesisderatonestratadosconun agente

inmunosupresor(ciclofostbmida)reducela actividadmielosupresiva(Balleariel aL, 1993).

En pacientescon cáncer, la timoestimulinarestablecela quimiotaxis monocitica

deficientey lacapacidadde agrupamientode las célulasdendríticasen presenciadel tumor

(Kerrebijn el aL, 1996). La combinaciónde ‘FN-y y timoestimulinaesmás eficaz en la

regulaciónpositiva de algunosparámetrosinmunestalescomo la relaciónCD4+/CD8+y la

actividadantibacterianadependientedecélulas(MunnoeraL,1995).Tantoensistemasin viIi-o

comoin vivo, la timoestimulinaincrementasignificativamentelaproducciónde IiL-2, IFN-y,

la linfoproliferacióny expresiónde receptoresparala JL-2; así comola citotoxicidad(Lin el

aL, 1988).

El tratamientodeunainmunodeficienciacontimoestimulinafavorecelareconstitución

de la ftmción de las células B en la respuestahumoral (Lin et aL, 1987). Además, la

timoestimulinarestauralasproporcionesde célulasT deficientesenpacientesconlinfomade

Hodgkiny puedenincrementarlastúncionescitolíticasquesonpotencialmenteimportantesen

la inmunovigilanciadelhospedador(Liberatiel aL, 1985).

Loscompuestossintéticoscomo levamisol,farmacoantihelmínticocapazde inhibir la

actividadde las células1 supresoras,constituyenla terceraclasede compuestos.El estado

actual de la aplicaciónde inmunomodularesparael tratamientodelcáncer,debeconsiderarse

experimental.
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2.9.2.1.Inmunosupresión

El desarrollode la inmunologíaclínica ha descubiertouna seriede enfermedades

causadaspor respuestasinmunitariasalteradas.Esto ha llevado a la búsquedade fármacos

capacesdeinhibir estasreaccionesno deseadas.Estosgruposdecompuestosvanencaminados

aalcanzarunainhibiciónno específicade la respuestainmune(Ben-YehudaetaL, 1988).

La inmunosupresióninespecificadisminuye o suprimela actividaddel sistema

mmunitario,seacualfriere el antígeno.La mayoríade los tratamientosinespecificosque se

empleanactualmentesonselectivosparael sistemainmunitario,o seutilizan de tal modoque

creanunaciertaselectividad.Sin embargo,los efectossecundariosde cualquiertratamiento

inespecificosondificilesde evitarensutotalidad.Entre los másdestacadospodemosseñalar

los corticosteroides, la ciclosporina y análogos,fármacoscitotóxicos y anticuerpos

antilmfocitarios.

Los esteroidestienen propiedades antiinflamatoriasy suprimen los macrófagos

activados,interfierenenla funciónde las CPAy reducenla expresióndelos antígenosCMII.

En efecto, los esteroidesanulanmuchasde las accionesque ejerceel IFN-y sobre los

macrófagosy los tejidos trasplantados.SegúnFlorez el aL (1992), la actividad de los

corticosteroidessepuederesumirenel efectosobrela circulaciónleucocitaria,sucapacidad

paraalterarfuncionescelularesespecificasy otrasactividadesantiinflamatorias.

La administraciónintravenosade glucocorticoidesproduceneutrotilia, debidaa la

liberaciónde neutrófilosmadurosdesdelamédulaóseay unadisminuciónconcomitantedel

númerototalde linfocitos, monocitos,eosinófilosy basófilos(Claman, 1983); la quinxiotaxis

y liberaciónde enzimaslisosómicasno sevenakctadas(Behrens& Goodwind,1989).

Los linfocitos 1 circulantesdisminuyenmarcadamente,mientrasquelos linfocitos13

lo hacende formamoderada.Los esteroidesalteranla respuestalinfoproliferativa2» viti-o de

los linfocitos 1 medianteel bloqueode la síntesisy secreciónde JL-2 (Zweiman,1984). El

efectodelos corticosteroidessobrelos linfocitos13 reducelasconcentracionesséricasdeJgG
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e IgA, perono de IgM, tras3 semanasde administración(Meuleman& Katz, 1985).

Los esteroidesproducennumerososcambiosen las funcionesmonocito-macrófago,

siendocapacesde suprimirla actividadbactericidadedichascélulasfagociticase interfiriendo

en la fúnción de presentacióndel antígeno.Otros efectosincluyen la interferenciaen la

migracióndelmonocitoenrespuestaafactoresquimiotácticos,unbloqueodela diferenciación

de los monocitosa macrófagosy supresiónde la capacidadde los monocitosparaexpresar

receptoresparaFey parael complemento(Behrens& Goodwind,1989).Asimismo, suprimen

la capacidadde las células reticuloendotelialespara fagocitar antígenosrevestidospor

anticuerpos,por la ausenciade los receptorescitados.

La cilosporinaesunmacrólidoflingico, aisladode TolypocladiurninflaíumenUSA

y Noruega.Inicialmentetuvo interéscomo antibiótico, aunquedichaactividadesmásbien

mediocre,pero tiene propiedadesinmunosupresoraspotentesy de gran interés.Su acción

principales la de suprimirlaproducciónde linfocinasporpartede las célulasTh y reducirla

expresiónde los receptoresde IL-2 en los linfocitos que experimentanla activación

(Shevach,1985),sin atéctaralascélulasT supresoras,linfocitos 13, granulocitoso macrófagos

(Florez et aL ,1992). De este modo, bloquea selectivamentelas respuestasinmunes

dependientesde linfocitos1 cooperadores(Ib). Al contrarioquelos fármacoscitotóxicos,es

capazde producirinmunosupresiónsin producirlinfolisis.

El tratamiento prolongadocon ciclosporina produce efectos secundarioscomo

hiperplasiagingival, hirsutismoy diversaspatologíasdelsistemanerviosocentral(Bennet&

Norman, 1986). Otros macrólidos procedentesde hongosdel suelo poseentambién

propiedadesinmunosupresoras.Uno de ellos es el FK-506 (Slreptomycestsukubaensis),

procedentedeJapón.En modelosexperimentales,FK-506 inmunosuprimela activaciónde

linfocitos 13 y 1 en respuestaa señalesmitogénicasy antigénicas(Kino et aL, 1987),

impidiendolaproducciónde linfocinasporpartede lascélulasT cooperadoras(Ibomsonel

aL, 1993).En estesentido,FK-506esunas100 vecesmáspotentequelacilosporinacomo

inhibidor selectivode la secreciónde IL-2, IL-3 eIFN-y.
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La activaciónde los linfocitos 13 inducidapor componentesbacterianosno seve

inhibidaporFK-506.

A nivel molecular,el macrólidointeractúaconreceptorescitoplásmicos(proteínasde

unión aFK-506)parabloquearlos factoresde transcripciónimplicadosenla regulaciónde la

expresióndegenes,quecodificanparalinfocinasy activanlos linfocitosT (Yocum,1996).La

capacidadde FK-506 parainhibir linfocitosactivadosdependede la naturalezadelmitógeno.

La activación linfocitaria que es dependientede la elevaciónde calcio citoplásmicoes

bloqueadaporFK-506 y ciclosporina;mientrasquelas respuestasque estánmediadasporla

protein-cinasaC (PKC) o calcio independientesno sonsensiblesaestosfármacos(Kayel al.,

1991)

El fármacoestáindicadoparaeltratamientodelrechazode trasplantes(aloinjerto)de

hígado,riñón y corazón,enpacientesque no hayanrespondidoa otros inmunosupresores

(StarzletaL, 1990).

TantoFK-506 como la ciclosporinamodulanla respuestainmunitariaa nivel de la

mucosaintestinalhumana,lo que hapermitidosuusoenel tratamientoposteriorapacientes

contrasplantede hígado(Elitsur el aL, 1995).

A nivel experimental,Asanoy suequipo(1995; 1996)demuestranla capacidaddeFK-

506pararegularla inmunidadprotectoraeninfeccionesporHymenolepisnanasobreratones

BALB/c. En estemodelo,la inmunidadprotectoradependede la respuestade los linfocitos

Ihí (respuestacelular)(AsanoetaL, 1993)y el tratamientoinmunosupresor(10 mg/Kg/día,

durante5 días),quefavoreceladisminuciónde laIL-2 eIFN-y enlos linfocitosde los nódulos

mesentéricos,bloqueala activaciónde dichascélulasT y la secreciónde linfocinas a nivel

transcripcional.

Losefectosadversosseñaladossonmuy variados:alérgicos/dermatológicos(fiebre,

prurito, exantemay ocasionalmentealopecia); cardiovasculares(hipertensión, edema

periférico);digestivos(naúseas,vómitos,anorexia,estrefiimientoy diarrea);genitourinarios
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(nefrotoxicidad,inféccionesurinarias);hepatobiliares(transaminasasaltas,ascitis,hepatitise

ictericia); metabólicos(hiperglueemia, hiperpotasemia,hipomagnesemia);neurológicos

(cefalea, temblores, parestesia); oculares (ambliopía, visión borrosa, fotofobia);

osteomusculares(doloresdeespalda);psicológicos/psiquiátricos(insomio,astenia,depresión,

psicosis); respiratorios(disnea, efusión pleural) y sanguíneos(anemia, leucocitosis,

trombocitopenia).

La rapamicinainterfiereenlasvíasintracelularesde expresióndelreceptorde IL-2 y,

porconsiguiente,impide la activaciónlinfocitariadependientede IL-2. Otroesla rapamicina,

cuyo nombrevienede RapaNui, la denominacióndela islapolinésicade Pascua(Easter).

Los fármacoscítotóxicos son compuestosquímicos capacesde eliminar células

autoreplicantes.Por tanto, los linfocitos inmunológicamentecompetentesrepresentanuna

poblaciónsusceptiblealtratamiento(Black& Livingston, 1990).Si inicialmenteseutilizaron

enel tratamientocontrael cáncer(Balis, 1986),más tardese comprobaronlas propiedades

inmunosupresoras(Clements& Davis, 1986),extendiéndosesuaplicacióna enfermedades

causadaspor respuestasinmunesaberrantesy a la supresióndelrechazode trasplantes.De

entre los inmunosupresoresmáshabitualesen clínicadestacan:ciclofosfamida,azatioprina,

metrotexatoy clorambudil.

La ciclofosfamidapresentaunmayorefectoinmunosupresorsobrelos linfocitos13 que

1, y por lo tanto,incide máseficazmentesobrelasrespuestasinmunesalteradasmediadaspor

anticuerposque por células (Cupps el al., 1982). Tal circunstanciapuede producir,

paradójicamente,que el tratamientoinmunosupresorseacapazde aumentaruna respuesta

mmunológicaespecifica.La toxicidaddirectadel fármacosobrelos linfocitos T supresores

explica,enbuenamedida,el efectocontrovertido(Cuppsel al., 1982; Clements& Davis,

1986). Los efectoscitotóxicospredominantes,segúnNashel (1985), se explican por la

capacidadde unir y entrecruzarcadenasde ADN. Esteefectoalquilantepuedeprovocarla

muerteinmediatade la célula diana, o bien, la célula puederecibir una lesiónletal que se

expresadurantela siguientedivisiónmitótica.
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No obstante,la ciclofosfaniidapresentaefectoscolateralesadversosque incluyenla

supresiónde la hematopoyesisy síntomasgastrointestinalescomodolor abdominal,náusea,

vómito. Además se ha indicado distinción gonadal (esterilidadpermanente)y cistitis

hemorrágicas.Otrosefectospocofrecuentescomo la alopeciatambiénhansido señalados.

Finalmente, los riesgosde infeccionesoportunistasy neoplasias(linfoma no Hodgkin,

carcmomade vejiga, leucemiamielógena)son superioresen los pacientestratadoscon el

medicamento.

La azatioprinaesun fármacoantiproliferativo.Esun derivadodela 6-mercaptopurina,

cuya incorporaciónen el ADN de las células en división impide la ulterior proliferación.

Además,bloqucaporinhibiciónenzimáticacompetitivalasíntesisdelácidoinosínico,precursor

delos compuestospúricos,impidiendola síntesisde ADN y, enmenormedida,deARN. Este

medicamentocitotóxico pareceinhibir preferentementelas respuestasde células 1. No

obstante,se puedensuprimir las respuestascelularesy humorales.En cualquiercaso, la

azatioprinaparececapazdereducirlascélulasNIK circulantesy las célulasresponsablesde la

citotoxicidaddependientede anticuerpos(Clements& Davis, 1986).

Los efectos linfotóxicos se dirigen hacia las células en replicación activa. Los

tratamientoscontroladosno producenreducciónenel númerode linfocitos T o 13 en sangre

periférica,perodisminuyenel númerode linfocitos activados,queseencuentranen un ciclo

activoproliferativodespuésdelaexposiciónaun antígenoadecuado.La azatioprinano reduce

los títulos de anticuerposespecíficos.La cantidadde monocitosy neutrófilossereduce,en

túncióndeladosis,porlatoxicidaddelfármacosobrelosprecursoreshematopoyéticos,células

de la mucosagástricay célulasgerminalesen las gónadas.Por consiguiente,los efectos

secundariosatribuiblesincluyen depresiónde la médulaósea, toxicidadgastrointestinale

infertilidad ( Jolivetet aL, 1983;FraiseretaL, 1991;RossielaL, 1993).

Metotrexatoesun inhibidor especificode la hidrofolatoreductasa,que intervieneen

la síntesisde la timidina e impide,por tanto, la síntesisdeADN. Iicialmente,fue uno de los

primerosfármacosanticancerososperodespuéssedemostrósueficaciaparaeltratamientode

la psoriasis.Los estudiosexperimentalesindicanqueesun poderosoinhibidor de larespuesta
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humoraly celular, con un alto margenterapéutico.Sin embargo,no se conocenbien los

mecanismosdeacciónmediantelos cualesejercesuacciónfrenteaenfermedadesreumáticas.

Los efectosadversosdemetotrexatosonprincipalmentefibrosishepática,neumonitis

porhipersensibilidad,mucositisy anemiamegaloblástica.Estascomplicaciones,generalmente,

no sepresentanen lasdosisempleadasenel tratamientode las enfermedadesreumáticas.

Clorambudilesun fármacode propiedadesalquilantesanálogoa la ciclofosfamida,

poseemenor toxicidad pero no es tan poderosocomo inmunosupresor.Se ha usado

eficazmenteparael tratamientode laartritis reuniatoidey granulomatosisde Wegener,entre

otraspatologías inmunitanas.

Presentala ventajasobre la ciclofostbmidade no producir alopeciani cistitis

hemorrágicay sermenosirritanteparaelaparatodigestivo.Aunque,de otraparte,provoque

la supresiónde la médulaósea,interfiera en la función gonadale incrementeel riesgode

infeccionesoportunistasy cánceres.

Los anticuerposantilinfocitariossonlos agentesinespecificosmásselectivos.Sehan

utilizado dostiposdepreparacionesde anticuerpos:

1.- Anticuerpos policlonales, que reaccionancon determinantesde múltiples

membranas,como el sueroantitimocito (ATS) (Heyworth,1982).Los efectossecundarios

debidosaanticuerpospoliclonalesantilinfocitoscomprendenentreotros: fiebre,escalofríos,

erupcionesy artralgias(RossielaL, 1993).

2.- Anticuerposmonoclonalesespecialmentedirigidos contra las moléculasde la

superficielinfocitaria CD3,CD4,CD8y el receptorde IL-2 (LL-2R); sumisióneseliminarlas

células,o almenos,bloquearsutúnción.Anticuerposmonoclonalescomoel OKT3, queposee

especificidadporel antígenoCD3 presenteen los linfocitos 1, hademostradosereficazen el

tratamientodel rechazoagudodel trasplanterenal,hepáticoy cardíaco,obteniéndoseen

algunos casos resultadossimilares a los conseguidospor terapiasconvencionalescon

97



REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA

esteroides;incluyendo síntomassimilaresa los de un cuadrogripal, cambiosen la presión

arterialy disnea(Goldstein,1987;Cosimi, 1987).

Estosagentespuedensereficacesempleadosindependientemente,aunqueserequieren

altasdosis, lo queaumentalas probabilidadesde quesurjanefectosadversos.Lautilización

conjtmtadediferentestiposdeinmunosupresoresfavorecelaactuaciónsinérgica,interfiriendo

a distintosniveles.La sinergiaimplica quedosagentesterapéuticostrabajensiemprepara

producirun efectomayor delesperadoindividualmente.Así, unfármacopuede:a) modificar

el metabolismodel segundo,b) incrementarla actividaddel segundopor interacciónconsu

sitio activo, c) actuarindependientementeconotro sobrediferentesaspectosde complejos

mecanismosfisiopatológicos,entreotrasposibilidades(Hlatky etal., 1991).

2.9.2.2.1.Antiinflamatoriosno esteroideos(AINEs)

Numerososcompuestosquímicos, tanto de origennatural como sintético tienen

actividadantiinflamatoriain vivo.Estaactividadeselresultadodesuinteracciónconlascélulas

implicadasenla respuestainflamatoriay sobrelos mediadoresliberadosduranteelproceso.

Dentro de estegrupo,los antiinflamatoriosno esteroideos(AINEs) constituyenun

grupoheterogéneo,cuyaúnicarelaciónquímicaesquemuchosdeellossonácidosorgánicos,

quepresentanpropiedadesantitérmicas,analgésicasy antiinflamatorias(Lorenzo-Velázquez,

1987).Entrelos mecanismosde acciónidentificadosparalos AINEs seencuentran(Navarro,

1998):

1.- Inhibición de los procesosdebiosíntesisy liberaciónde mediadoresinflamatorios

encélulasdiana.

2.- Inhibición de los procesosde activaciónde los leucocitosy de las frmnciones

desarrolladasporéstos.

3.- Inhibiciónde los procesosde dañotisularasociadosa la acciónde las enzimas

proteolíticasy radicalesreactivosdeoxígenoy nitrógeno.
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Inhibición de los procesosde biosíntesisy liberaciónde mediadoresinflamatoriosen

célulasdiana

.

Los AflÑEs producenunbloqueode la rutabiosintéticade lacilooxigenasa,al inhibir

directamenteestaenzima,detal formaquedisminuyenla síntesisy, portanto,la liberaciónde

prostanoides.

El descubrimientodedosisoformasde lacilooxigenasa,unade ellas implicadaenel

mantenimientode lasfuncionesfisiológicasimportantesparael organismo(COX-l) y laotra

másrelacionadaconelprocesoinflamatorio(COX-2),yaqueesinducidapormitógenos(LPS)

y/o citocinas,harenovadoel interésporel diseñode nuevosfármacosinhibidoresselectivos

de la COX-2, queseránmáseficacesy demenosefectossecundarios,especialmentea nivel

gastrointestinal.

A nivel enzimático,estosmhibidoresactúanmediantecuatromecanismosdiferentes

(Kurumbailel aL, 1996):

- Inactivaciónirreversiblede COX-1 y COX-2 medianteacetilacióndelsitio activode

la enzima(v.g Ácido acetilsalicílico).

- Inhibicióncompetitivareversibledelasdosisoenzimas.Compitenconel sustratopor

el sitio activo de lasenzimas(v.g. Mefenamatoe ibuprofeno).

- Inhibición lenta,dependientedetiempo,de lasdosisoenzimas.El inhibidor produce

un cambio conformacionalen la estructurade la enzima (y g Flurbiprofeno e

indometacina).

- Inhibiciónselectivadela COX-2. Estosproductossonlevesinhibidorescompetitivos

dela COX-1 peroinhibenla COX-2 deunaformalentay dependientedeltiempo(v.g.

El fármacoNS-398).

Por otra parte,sehan desarrolladonumerosossistemasbiológicos con el fin de

investigarla selectividadde estosprincipiosactivossobrela inhibiciónde ambasisoenzimas.

Los resultadosseexpresancomo elcocienteentrelaconcentracióninhibitoria 50 (C150)entre

COX-2 y COX-l.
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Así, sepuedeobtenerunaclasificaciónde los inhibidoresutilizandodichoparámetro.

Moléculasconcociente: COX-2/COX-l alto: Indometacina,piroxicam.

COX-2/COX-1 medio: Diclofenaco,ibuprofeno.

COX-2/COX-l bajo: Nimesulide,meloxicam.

De otraparte,seha observadoque algunosAINEs como el naproxenoy el ácido

acetilsalicílicoinhibenlaexpresiónde la COX-2 encélulasendotelialesestimuladasporIL- 1.

Sin embargo,cuandoestosestudiossellevanacaboenmacrófagosno seaprecianalteraciones

enlaexpresiónde estaenzima,con lo quesepuedeconcluir queno actúanaestenivel, sino

quesólo inhiben la actividadenzimática(Barrios-Rodilesel al., 1996).

Inhibición de los procesosde activación de los leucocitosy de las funciones

desarrolladasporéstos

.

Los AJINIEssonmoléculasplanasdecarácterlipófilo, capacesde insertarseenlabicapa

lipídica de lamembranade leucocitos,produciendoalteracionesensuviscosidady afectando,

portanto, a los procesosde transducciónde las señalesquetienelugaraestenivel.

Comoconsecuencia,alteranlaactividaddeenzimasasociadasaestasmembranas,como

la fosfolipasaC enmacrófagoso laNADPH oxidasaenneutrófilos,produciendounamenor

activacióndelos leucocitosy portantounainhibiciónenla generaciónderadicalessuperóxido,

asícomoenlos procesosde degranulacióndeenzimaslisosomalesy de agregaciónconotras

células(Abraunson& Weissmann,1989).Esto secorroboraconel hecho de que algunos

AINIEs, ademásde actuarmediantela inhibición de las ciclooxigenasas,tambiénalteranlas

funciones de los leucocitos por mecamsmosindependientesde la disminución de

prostaglandinas.

Así, seha observadoquela indometacina,piroxicam,ibuprofenoy salicilatosinhiben

laagregacióndeneutrófilos;queelpiroxicamylaindometacinainhibenlageneraciónderadical

superóxido;y que los salicilatosson capacesde inhibir la actividadde la fosfolipasaC en

monocitos(Bomalaskiel aL, 1986; Abramson& Weissmann,1989).
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Asimismo, se ha comprobadoque como consecuenciade su interaccióncon los

procesosde transducciónde señales,probablementea nivel de proteínasO, el piroxicam

producetambiénalteracionesenla expresiónde las moléculasde adhesiónenla superficiedel

leucocito.EsteAINE previenelos cambiosconformacionalesde las integrinasinducidosen

neutrófilos,linfocitos y distintascitocinas,de tal formaque impide los procesosde adhesión

de leucocitosa la célulaendotelial,evitandopor tanto suinfiltración (García-Vicuñael al.,

1997).

La interacciónconlos procesosde biosíntesisde citocinas,quetienenlugarenalgunas

célulasinflamatorias,comomacrófagosy linfocitos principalmente,¡imita su liberacióny por

tanto sus efectos promflamatorios.Así, en modelos quirúrgicosexperimentalesse ha

demostradoquemetamizol,indometacinay dilofenacinhibenlasíntesisde IL-4, IL-6 e IL-l,

a travésde la inhibición de la ciclooxigenasa,y porendela disminucióndeprostaglandinas

(POED.Finalmente,metamizoltambiénactivala síntesisde IL- 10, aunquesegúnlos modelos

de formapocasignificativa (García-ÁlvarezetaL, 1997).

Inhibición de los procesosde dañotisular asociadosala acciónde las enzimas

proteolíticas

También mediantemecanismosinespecíficosse consigue inhibir la adhesiónde

neutrófilos a la célulaendotelialactivada.Así algunosMiNEs, como el ácidoacetilsalicílico

y la indometacina,inhibenesteprocesoporactivacióndemecanismosproteolíticosqueafectan

ala unióndelaselectinaL enlamembranadelleucocito,induciendo,portanto,sueliminación

(Díaz-Gonzálezet aL, 1995).

El diclofenac,la fenilbutazonay sumetabolitoactivo la oxifenilbutazona,inhiben a

concentracioneselevadas,y porun mecanismocompetitivo, la actividadde la elastasay la

catepsinaO.Estasenzimas,de origenlisosomal,estánampliamenteimplicadasenlosprocesos

dedegradacióntisularqueacompañanalasenfermedadesreumáticas(Steinmeyer& Kalbhen,

1996).
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2.9.2.2.2.Otrosfármacosinmunomoduladores:SAMe

La sulfoadenosil-L-metionina(S.amet®)esunamoléculafisiológicaqueparticipacomo

donadoradegruposmetilo activosentodaslasreaccionesde transmetilaciónqueocurrenen

el organismo,exceptolas desusíntesis.Porestaacción,intervienede formafundamentalen

la metilaciónde los ácidosnucleicos,de los aminoácidos,de los estrógenos,de la serotonina,

de la fosfatidiletanolaminay de las catecolaminas(Lehninger, 1985). El metabolismode

S.amet®estáconectadoconla síntesisdc la homocisteina,cisteina,cistinay taurina,asícomo

con la rutade transullbraciónparala síntesisde glutatión(Viña elal., 1996).

Deestaspropiedadessederivanlos efectosmetabólicosy farmacológicosde S.amet®.

A nivelhepático,actúasobrelasíntesisproteica,elmetabolismolipídico hepático,la capacidad

detoxificantedel hígadoy la función de membranadel hepatocito.Además,disminuyeel

cocientedelipoproteinas~/a delplasmaporaumentode la síntesisde apoproteínaA y de las

lipoproteinasde alta densidad(HDL). A nivel cerebral,aumentael metabolismode las

catecolaminascerebralesy ladisponibilidadde neurotransnnsores.A nivel articular,mejorala

actividadbiológicadel cartílagoarticular por la adecuadasulfonaciónde su componente

conectivo(proteoglicano).

Desdeelpuntode vistainmunológico,el descensointracelularde glutatión,cisteínay

cistinaen el plasmahan sido correlacionadoscon bajosnivelesde células T cooperadoras

CD4+ (Eckel al., 1992).Másaún,lainhibicióndela actividadlítica delascélulas1citotóxicas

CD8±hasido correlacionadaconel descensodelos nivelesde glutatiónintracelular(Multhoff

etaL, 1996).

Tambiénla taurinarestaurala actividadproliferativa en ratonesde edadavanzada

(Negoroel al., 1992).Dehecho,la taurolidina,un derivadode la taurina,ha sido señalado

como protector frente al shock endotóxico y muerte en animalesde experimentación

(Bedrosianel aL, 1991). El tratamientocon S.amet®(14mg/Kg) enun modelo de sepsis

quirúrgicaen ratainducelaproliferaciónde linfocitos 1 CD8±e inhibe la síntesisde IL-1

(García-AlvarezetaL, 1997).
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2.10. ACTIVIDAD BIOLÓGICA DE LOS EXTRACTOS VEGETALES

IBEROAMERICANOSPAL y CTP.

Paralos ensayosrealizadosenestaTesis,sehanseleccionadodosextractosdeplantas

iberoamericanasporsuspropiedadesinmunomoduladoras:PAL y CTP.

2.10.1. PAL (EXTRACTODE POLYPODJUMLEUCOTOMO.$)

Polypodiumleucotomosesun helecho pertenecientea la familia Polypodiaceaee

identificadoconel géneroPolypodium(Phlebodium).Los polipodiosenglobanalrededorde

250 especiescuyo hábitatmásfrecuentesonlas regionestropicalesy subtropicales.

P. leucolomos(Poir, 1804)tambiénllamadoPolypodiumaureum(1810),Phlebodium

aureumo comúnmenteCalaguala,seencuentraenbosquesabiertos,sobretroncosde árboles

u, ocasionalmente,enel sueloo sobrerocasconmusgo,y creceaunaaltitudentre2000-2500

m. Suspropiedadesmedicinalesseconocendesdela antigfledad~’>,habiendosidoyautilizado

por los mayasparael tratamientode diversasenfermedades.

En 1967Horvathet aL consiguenextraerdel rizomade estehelechouna sustancia

activaque,inicialmente,denominanCalagualinay posteriormenteAnapsos®.Ladenominación

PAL delextractopresenteenAnapsos®espropiedadde ASAC PharmaceuticalInternational

A.I.E.

1) En la Materia Médica, Dioscéridesdescribeun polipodio y sus virtudesen el capitulo 187 del libro TV.

TomándolosdeLaguna,seexpresaen los siguientestérminos:“El polipodio naceen las piedrasmohosasyenlos viejos

troncos de los árboles,principalmenteen los de los roblesaltos,alto deun palmo, algúntantovellosoy semejanteal

helecho,emperono tanmenudamentehendido.Suraízesvellosay llenadeciertosnudosvacíoscomoaquellosdel pulpo;

demásdesto,gruesacomoel dedomeñique,verdepor dentroy algúntantodulcey austeraal gusto,la cual tienevirtud

purgativa~y paraquemejorla ejecutesedacocidaconalgunagallinao conpeceso conacelgaso, finalmente,conmalvas.

Bebidaseca,pulverizada,con aguamiel,purgala flemay lacólera.Majaday aplicadaenformadeemplasto,sirvealos

miembrosdesconcertadosya las grietasquesehacenentrelos dedos”. De Laguna,porsuparte,añadeaestecapítulolos

comentariossiguientes:“Pclypus, engriego,quieredecirpulpo,dedondevinoa llamarsepolypodio...”(FontQuer,1996).
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AccionesTerapéuticas

A. Actividadantitumoral:

LosestudiossobreneoplasiashumanasrealizadosporIzlorvathel al. (1967),utilizando

Anapsos®como tratamiento,demuestranun aumentomínimo enel tiempode supervivencia

de los pacientes,con la característicade no producir efectossecundarios.La actividad

metabólicade estasustanciasobrecélulastumoralesin yUyo, muestrauna inhibición de la

síntesisdeADN y proteínas,asícomo unadisminucióndeltransportede glucosaal interior

celular.

No obstante,in vivo,pareceestimularla síntesisde proteínasy la incorporaciónde

glucosaen el hígado,riñón, bazo,cerebroy músculode rata; lo que parecesugerirque el

efecto antitumoral no se basaen la inhibición del metabolismo,sino en mecanismosde

regulaciónde la membranaplasmática.

Vargasel aL (1981),basándoseenlos resultadosprecedentes,publicansutrabajosobre

la síntesisde ácidosnucleicosy nivelesde AIvIIP cíclico en tumoresmurinosdespuésdel

tratamientocon Anapsos®.De unaparte, los resultadosindicanque sobrelíneascelulares

tripsinizadas,paradestruirlos receptoresproteicosde superficie,Anapso?presentaidéntica

actividadqueen lascélulascontrolno tratadascontripsina.

De otra parte,los nivelesde AMP cíclico permanecencasiinalterados,por lo que

consideranqueelextractopudierapenetraral interiorcelularsin necesidadde receptores,por

dithsiónpasivaatravésdela membranalipídica.. Finalmente,concluyenqueAnapso?actúa

sobrediferentesneoplasiasmurinasinhibiendola síntesisde ácidosnucleicos(ADN y AiRN),

no dependiendosumecanismodeaccióndelos receptoresde membranani delastasasde AMI>

cíclico. Los autoresatribuyeronel efecto antineoplásicoa una interaccióncon receptores

citoplasmáticossimilar a la ejercidapor los glucocorticoides(Vargasetal., 1981).
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B. Actividad antipsoriásica:

Anapsos®seintroduceen terapéuticaantipsoriásicaen 1974atravésde los ensayos

realizadosporCorralesy Padilla,aunqueexistenresultadoscontradictoriosrealizadosporotros

autores.

EnlamismalíneaqueCorralesy Padilla,los ensayosllevadosacaboporPiñeiro(1982)

sobre495 pacientesafectadosde psoriasisrevelanque alrededordel 60% de los enfermos

tratadoscon Anapsos®presentanmejoríasconsiderablesy que tansólo en dospacientesse

manifiestanefectosadversoso secundarios.

C. Actividad frenteala dermatitisatópica

La etiologíade laenfermedadsemanifiestaporel déficit de linfocitos T con fUnción

supresoralo que pareceoriginar respuestasexageradasfrentea los alergenosambientales

(incrementodeIgE) y antígenosinternoslocalizadosenla epidermis(dermatitis)(SaxonelaL,

1980).

BeltránBuitragoetal. (1983)realizanlosprimerosensayosclínicosconAnapsostpara

el tratamientodedermatitisatópica,observandoligerasmejoríasenlospacientesacompañadas

de la remisiónde las lesiones,sin ningunacontraindicaciónni efectossecundarios.Dichos

resultadosson coherentescon los obtenidospor Fernándezel al. (1984) con mejorías

ostensiblesen los pacientesduranteperiodosprolongadosde tiempo.

Asimismo,Jiménezy suequipo(1987)realizanunestudiosobre72pacientesatéctados

por dermatitisatópicaconun cuadroclínico graveencuantoa la extensión,observandola

mejoríamásevidenteenelgrupotratadoconAnapsos®,apesarde no tenertratamientotópico

conesteroides,queenlos tratadoscon antihistamínicos,con remisióndelbroncoespasmoy

otros síntomasrespiratoriosasociados.
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D. Actividad frenteavitíligo

En1989,MohammadMustafátrataa22enfermosdevitíligo conAnapsos®,obteniendo

unosresultadosexcepcionales,ya queenmenosde cinco mesesapareceunarepigmentación

entodoslos casos,sin ningúnproblemade intolerancia.

E. Actividadinmunomoduladora

En 1983 sedescribe,porprimeravez, el efecto inmunomoduladorde Anapsos®.La

administraciónoral del extracto disminuye la respuestalinfoblástica a la estimulación

niltogénicay los nivelesséricosdeinmunoglobulinasdespuésdetresdíasde tratamiento.Sin

embargo,cuandoel tratamientoseprolongaacincodíasseproduceun incrementoenel índice

desupresión,la respuestalinfoblásticaamitógenosy la proporciónde célulasCD8+ frentea

las CD4+, que permaneceninalteradas.Todas las experenciasfUeron llevadasa cabo en

individuossanosvoluntarios(VargaselaL, 1983).

CuéllardelHoyo etaL (1997)investiganel efectoinmunomoduladordel extractode

P. leucotomosenratonesBAIB/c inmunizadosconantígenosdeltercerestadiolarvario (LIII)

de Anisaldssirnplex.Deunaparte,seobservaun descensoenlos anticuerposespecíficosen

los animalestratadosantesy despuésde la inmunización.Estedescensotite principalmenteen

el isotipo IgG1. Enlos animalestratadosantesde la inmunización,lareducciónde la subclase

IgG1 esmuy marcadaenrelaciónalgrupono tratado,mientrasquela subclase‘g
0

2b aparece

tempranamentey connivelesligeramentesuperioresqueenelgrupocontrol.Deotraparte,en

los animalestratadosdespuésde la inmunizacióntambiénseobservauna reducciónde la

subclaseIgG1, aunque no es tan marcadacomo en el grupo tratado en el periodo

premmunización.Los nivelesde anticuerposde la subclaseIgG2~ fUeronmayoresque los de

los gruposno tratadosy, comoenel grupopreinmunización,los anticuerposde la subclase

IgG2~ aparecenmuy prontopero pennanecenennivelessimilaresa los de los controles.

En célulasmononucleareshumanasperiféricas,co-cultivadasconelextractoPAL, en

presenciade mitógenos,seproducela proliferaciónde linfocitos T y NK, inducidospor
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citocinasThl como IFN-y e IL-2 (Sempereel aL, 1997).

Dea-Ayuela(1999),enratonesBALB/c demuestraqueel tratamientode PAL previo

a la inmunizaciónmedianteantígenode Trichinella spiralisocasionaunadisminuciónde las

inmunoglobulinastotalesa costade las 1g01 mientrasque aumentanlas IgG2~ y IgG2~,

apareciendoademásIgG3.

F. Actividad frentea laqueratitisherpética

Encuantoalainmunidadantiviralparecenhabersedemostradovariaslíneasde defensa

entrelasqueestánlosanticuerpos,laproducciónde interferónporlosmonocitosy larespuesta

de los linfocitos T (Sebrierelal., 1983).

Enparticular,la respuestacelularva dirigidaadestruirlascélulasqueestáninfectadas

por el virus, o al mismo virus. Las células supresoras,al disminuir la replicaciónde los

linfocitos T y B, impediríanla infeccióny diseminación.Así, en muchasenfermedadesvirales,

seobservaun aumentoabsolutoo relativo de linfocitos T CD8+ en relacióncon los CD4+

(CarneyelaL, 1981; 1983; ReinherzetaL, 1980).

Vargasel aL (1983)manifiestanqueAnapsos@ejerceunaacciónpositivasobrelos

linfocitosT CD8+;al incrementarelíndicededichoslinfocitos seactivauno delos mecanismos

máspotentesconocidosde defensaantiviral.

En 1985Monclúsy suequiporealizanun estudiosobre27 pacientesconqueratitis

herpéticatratadosconAnapsos®.Los resultadosobtenidospermitenconcluir queelextracto

es un potenciador de los linfocitos CD8+, asignándosele,asimismo, propiedades

colagenopoyéticas(llorvatheta!., 1972;Pérezde las Casaseta!., 1987).Cabedestacar,una

total ausenciade recidivasy de reaccionessecundarias,a excepciónde molestiasgástricas

menoresentratamientosprolongados,asícomo unabuenatoleranciaal producto.
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G. Actividad frenteaherpeszoster

Los ensayosclínicosllevadosacaboporSanMartín (1986),enpacientesconherpes

zoster,muestranunaresoluciónentodoslos casostrasel tratamientoconAnapsos®enmenos

de 15 días,destacandosurapidezy eficacia,unaperfectatoleranciay la ausenciade efectos

secundarios.El tratamientooral con Anapsos®,enpacientesherpéticos,disminuyeel tiempo

de evolucióna la mitad y produceunmarcadoalivio del dolor.

Anapso?ejerceunaimportanteactividadinmunosupresorasin efectoscolateralesen

tratamientos a largo píazo. La reducción del cociente CD4+/CDB+ supone una

mmunosupresión,mientras que el incremento total de CD8+ en sangre periférica,

probablemente,reduzcala replicaciónviral y sudiseminación.

SegúnSan Martín (1986), el mecanismode acciónde Anapsos®en las infecciones

viralespuedeconsistirenla elevaciónde linfocitosT citotóxicos,conlo queevitaríalaelevada

replicaciónde los linfocitos B, dondese suponeestáninstaladoslos virus, controlandola

infecciónal inixibir la replicaciónviral medianteunaaccióndirectade estoslinfocitos T sobre

los virus.

En estesentido,Vargasy Jiménez(1986),al igual que CasasTinco el aL (1988)

demuestranenensayosclínicos,usandoAnapsos®como único tratamientofrente a herpes

zoster,que seproduceunainhibiciónenla apariciónde laslesionesy undescensosignificativo

enel tiempode cicatrizaciónde las mismas.

U. Actividadfrenteapatologíasoftalmológicasde origeninmunológico

LapotencialactividadinmunomoduladoradeAnapsos®tite investigadaenprocesosde

queratitis rebeldes u otras patologías oftalmológicas cuya etiología es de carácter

inmunológico.Los resultadosobtenidosporSueroGonzálezel aL (1988),trasel tratamiento

con Anapsos®muestranque su capacidadepitelizantey regeneradora.El mecanismode

actuaciónparecebasarseenlamigraciónde lascélulasepitelialessanashacialazonaulcerada,
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la prolifbracióncelulary mecanismosregeneradoresdevasossanguíneos(Leopoldo,1981).

El extractoparecehabersemostradoeficaz,también,frenteapatologíasdelas mucosascomo

la estomatitisaftosa(BaganelaL, 1989).

1. Actividadfrentea aloinjertoscutáneos

Pérezde las CasasetaL (1987)realizanensayosquirúrgicosexperimentalesenratas,

observandoquelos injertoscutáneosrealizadossintratamientosufrenunarápidaalteraciónde

la epidermis a la vez que una afectación del tejido conjuntivo dérmico injertado,

experimentandointensosfenómenosdegradatoriosy dehomogenización.Traseltratamiento

con Anapsos®,seobservaun retrasoen la reacciónde rechazo,e inclusoalgunaszonasdel

aloinjertosonconservadas.

Tuonimenel aL (1991) confirmanestosresultados.Sus conclusiones ponende

manifiestoqueel tratamientoprovocaunadisminucióndelrechazodelinjerto entrasplantes

depiel enratones,obteniéndosemejorresultadocon la administraciónsubcutáneaquecon la

oral. Anapsost,además,esmáseficazen el modeloquirúrgicoquelacilosporinaA.

En definitiva, Anapsos®prolongala supervivenciadel injerto de piel, retrasalos

fenómenosdealteraciónepitelialdelaloinjerto,einduceunarápidacicatrización;lo queparece

sugerirquemodulala respuestainflamatoriacutáneaEl efectoinmunosupresordeAnapsos®

ha quedadopuestode manifiesto, lo que explicada,parcialmente,su acciónen diversos

desórdenesinmunológicos.

J. Actividad frentea patologíasneurológicas

En los últimos añoshan cobrado inusitado vigor teoríasque vinculan el sistema

nervioso central con el inmunológico; nuevasdisciplinas como la neuroinmunología,o

conceptoscomolaneuroinmunomodulaciónadquiriránplenacartadenaturalezaenla Ciencia

del siglo XXI.
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Así, laIL- 1, IL-2 o elTNF-a,entreotrosmediadoresdelsistemainmunológico,frieron

identificadosenel SNC (Nieto-SanPedro& Berman,1987;BrederetaL, 1988;Liebermanel

al., 1989;Araujoetal, 1989;Leachanelal, 1990),postulándoseunainfluenciadelos mismos

sobrelas fUncionesdelcerebroy los procesosdelcomportamiento.

Cacabelosy su grupo (1991)apuntanla relaciónentre la etiologíade desórdenes

mentales,como la enfermedadde Alzheimer, y niveleselevadosde IL-l y disminuidosdel

TNF-a.

LosestudiosrealizadosenunmodeloexperimentaldeenfermedaddeAlzheimerenrata

(Álvarezet al., 1992)sefíalanqueel tratamientocon Anapsos®provocaunadisminuciónde

laIL- 1 I~ y aumentalos nivelesdeTNF-cc enlasregionescorticalesdelhipocampoy reducela

histaminadelcerebro.Losanimalestratadosconelextractomejoranrespectoa los no tratados;

lo que permite pensaren una prometedoravía de investigacióndel tratamientode las

enfermedadesmentalesdegenerativasatravésde Anapsos®.

Posteriormente,seha podido comprobarqueesteextractoactúacomo un potencial

agenteneurotróficoy neuroinmunoreguladormodulandola produccióndeIL- 1, IL-2, TNF-cc

enSNC de ratastratadascondiferentesdosis(Álvarezel aL, 1995).

Cacabelosy Takeda(1995)observanqueAnapsos®inducehipoactividad,mejorando

las habilidadesde aprendizajeatravésde lamodulaciónde factoresinmunesenel cerebrode

las ratas, favoreciendola normalizaciónde las dislúncionesde mediadoresen lesiones

neurotóxicas.El mecanismodeacciónde Anapsos®pareceestarrelacionadoconel aumento

de las actividadesneuroinmunomoduladorasy neurotrópicas.Se ha demostradoque la

administraciónúnicao prolongadade Anapsos®reviertelahiperactividadmotoray el deterioro

delaprendizaje,y tiendeanormalizarlasalteracionesneuroinmunescerebralesobservadasen

unmodeloanimalde enfermedadde Alzheimer(ÁlvarezetaL, 1995).

La administraciónporvíasubcutáneaaratonesviejosduranteoncemesesdelextracto

vegetalmejora la coordinaciónpsicomotora, sin afectar significativamente la tasa de

lío



REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA

supervivencia,la evolucióndel pesocorporal,la ingestasólida y líquida, ni la apariciónde

signosneurológicos(Álvarezet aL, 1995).

FernándezNovoael aL (1997) indicanque,enun modelo de degeneraciónneuronal

por inoculaciónde la proteína~-amiloideen el hipocampocerebralde ratas,Anapsos®lite

capazde modificar la actividad de la enzimasuperóxidodismutasa(Cu-Zn-SOD),que

disminuyeenelhígado,bazo,hipotálamoehipocampomientrasqueenlacortezacerebralse

produceunsignificativo incrementodosis-dependiente.Laconclusiónextraídadeestecomplejo

modelofisiológico esqueelextractopareceparticiparenlos mecanismosdereparacióntisular

despuésde unalesióncerebral.

Asimismo,sehademostradoqueAnapsosreviertela sobreexpresióndeIL-1 I~ enratas

con lesionesneurotóxicasproducidaspor ácido iboténicoy controlalas alteracionesen su

comportamiento(ÁlvarezelaL, 1997).EstosresultadosconfinnanlaimplicacióndeIL- 113 en

la neurodegeneraciónasociadacon déficits colinérgicosy la potencial utilidad de los

compuestoscon actividad neuroinmunotróficacomo fUtura estrategiaterapéuticaen

desórdenesneurodegenerativos.

K. Actividadfotoprotectora

Lasreaccionesagudasde la piel humanaala radiaciónultravioleta(290-400nm) son

reconocidascomounaformade inflamaciónmediadapordiversosmecanismos,entrelos que

cabedestacar:laaccióndirectade los fotonessobreel ADN, la generaciónde radicaleslibres

del02 y laproduccióndemediadoresinflamatorioscomolahistamina,prostaglandinas(PGD2,

PGE2)y leucotrienos.

Enlabúsquedadeagentesfotoprotectores,P. leucotomoshaexhibidounainteresante

actividadantioxidante,antiinflamatoriay deprotecciónala luzUV, atravésdeun mecanismo

de acciónqueimplica la interaccióncon los radicaleslibresde 02. Los resultadosobtenidos

representanun hallazgo significativo parasu potencialuso clínico en el tratamientode

quemadurassolaresy reaccionesfototóxicas(González& Pathak,1996).
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Por otra parte,parael control de quemadurassolares,el fotoenvejecimientoy los

cánceresde piel por sobreexposicióna elevadasdosisde radiacionesultravioletas,sehan

recomendadounaseriedemedidaspreventivas.Entreéstas,seencuentrala fotoproteccióncon

agentestópicos(cremas)quecontenganfiltro solar.

Gonzálezet al. (1997) realizanun nuevo ensayode fotoprotección,en el que se

administrael extractode P. leucolomosporvíatópicay orala21 pacientes,midiéndoseuna

seriedeparámetrosdermatológicoscomoson: elgradodepigmentacióninmediatoy lasdosis

deeritemamínima,melanogénicamínimay fototóxicamínimaantesy despuésdeltratamiento.

Las conclusionesde esteestudioseñalanqueP. leucotomosdespliegaun significativo efecto

fotoprotector.Aún más, las células de Langerhansde la piel de los pacientestratadosse

conservanmejor,comorevelanlos análisisinmunohistoquimicos.

La actividadfotoprotectorade P. leucotomosseñalaunanuevavía de investigación

paralaconsolidacióndelos tratamientosfototerapéutkoso fotoquimioterapéuticos,loscuales

presentanel factorlimitante de la fototoxicidadcutáneaalas radiacionesultravioletas(UVA

y UVB) (Gonzálezeta!., 1997).

L. Actividad frentea la esclerosismúltiple

Es la enfermedadautoinmune(tipo IV) máscomúndel SistemaNervioso.Decausa

desconocida,secaracterizaporla presenciade múltipleslesionesinflamatorias(perivenulares

y de las vainasde mielina)enla sustanciablancadel SNC, lo quedeterminapérdidaacusada

de la mielina que rodealos axones.La esclerosismúltiple se puedeasentaren cualquier

localizacióndel encéfaloy médulaespinal.

El tratamientoconelextractodeP.leucotomos,utilizadoenunensayodeterapiafrente

alapatologíaautoinmune,hademostradosereficazparacorregirlasalteracionesdcl fenotipo

inmunológicomás frecuenteen dichaenfermedad,-aumentode linfocitos T inductoresde

linfocitosB y disminucióndelinfocitosT supresores-,coincidiendo,al mismotiempo,conuna

estabilizaciónclínicade los pacientes(Carreñoy DeCastro,1994).
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2.10.2.CTP

CTP eselextractode unaplantaiberoamericanade la familiaCompositac.El origen,

especievegetal,extraccióny definición estánsometidasa patente(ASAC Pharmaceut¡cal

InternationalA.I.E.), porlo queno sepuededisponerdelos datostécnicos.Ennumeración

romanaaparecela revisióndc actividadesterapéuticasreferidasenun informeconfidencial

elaboradoporASAC PharmaceuticalInternational,A.J.E.

Accionesterapéuticas:

En cuantoa suactividadbiológicasehadescrito:

A. Actividadantiorotozoósica:Enlasexperienciasdecribadoantiprotozoósicodecmco

extractosvegetales,usadospopularmenteenlamedicinatradicionaldeGuatemala,un extracto

análogoa CTP (aCTP)parecetenercierta actividad inhibitoria sobreel crecimientode

tripomastigotesde Trypanosomacruzi (ASAC 1, 1999); siendomuyprobablementelactonas

y sesquiterpenosquienescontribuyande maneradecisivaa suactividadbiológica.

Igualmente,otros autores(ASAC 11,1999)realizanun cribado de treceextractos

vegetales frente a bacterias, hongos y Ttypanosomacruzi (formas epimastigotesy

tripomastigotes);destacando,entreellos, laactividadin vllro e in vivo deNeurolaenalobala

y la actividadin vitro del extractotipo CTP.

B. Actividad de hormonaanti-iuvenil: Del ensayocon 15 plantasen un modelo

experimentaldeCulexquinquefaciens(ASAC III, 1999),cinco extractosmuestranactividad

análogaahormonasanti-juvenilesde crecimiento;entreellos,unextractoaCTPquemuestra

capacidadinhibitoria delcrecimientoy minimiza la actividadde las hormonasjuvenilesdel

crecimientoenestadoslarvalesde(2. quinquefaciens.Enlos adultosno seproduceesterilidad,

perosí seprovocaun descensoen la fertilidad, segúnsehademostrado.
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C. Actividadantiinflamatoria:La inhibicióndeledema,enmodeloen rata,fUe similar

en tratamientoscon 200 mg/Kgdel extractovegetalo 50 mg/Kg de ibuprofeno (ASAC IV,

1999).En otro modelo de cicatrizacióndecortes,el extractono produceun significativo

aumento de fibroblastos comparadocon ibuprofeno. La contracciónde la herida tite

comparableenlos lotestratadosconaCTPeibuprofeno.Sinembargo,la epitelizaciónfUemuy

significativaen el lote tratadocon aCTP(ASAC V, 1999).

D. Actividad antia2vreaante:Asimismo, se ha reveladoen un ensayo la actividad

antiagregantede 17 extractosacuososde plantas.La agregaciónde plaquetashumanas

inducidaportrombina(0,075U/rl) fUe inhibidaporextractosacuososde aCTP,entreotros.

Unavez más, la orientaciónetnobotánicaparala selecciónde principios activosdeplantas

tradicionalesde la medicinapopularguatemalteca,hapermitidotal hallazgo.

E. AcciónreReneradoracapilar:La plantaoriginariade extractosaCTPseencuentra

ampliamentedistribuidaenIndia, dondela medicinatradicionalla haatribuidopropiedades

regeneradorascapilares( ASAC VI, 1999).Investigadoreslocales(ASAC VII, 1999)realizan

ensayossobreratasalbinasa lasqueafeitanunaregióndellomo.Ungruporecibe diariamente

tratamientooral conel extracto,mientrasquea otro se le aplicaen ungliento,observándose

en amboslotestratadosunexuberantecrecimientocapilarrespectoa lasratascontrol.

E. Capacidadcicatrizante.Aunqueel descubrimientoparaOccidentede la actividad

cicatrizantede unextractoanálogoaCTP esrelativamentereciente(ASAC IX, 1999),desde

la antiguedadlos hindúes han utilizado drogasvegetales,muchasde ellas de especies

pertenecientesalathmiliaCompositae,paradetenerlashemorragiasdecortesy magulladuras,

asícomoparapotenciarla cicatrización(Sushrutaet al., 1968).

Otrosautores(ASAC X, 1999)obtienenextractosapartirdehojasfrescasy ensayan

untratamientointraperitonealenratasalbinasconlesionesexperimentalmenteprovocadas.Las

ratascontrolpresentanun tejido granulomatosoen expansión,mientrasqueenlastratadasse

observaunareducciónenla extensiónde las lesiones.
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Losefectoscicatrizantesdirectos,mediadosporlaacumulacióndemucopolisacáridos,

indicanqueelextractoes,probablemente,másactivoenlaprimerathsede lacicatrización.En

estudios con otras plantas, se ha comprobado,que el incremento en los niveles de

hidroxiprolina estimulala síntesis de colágenoy se ve ademásfavorecido su grado de

entrecruzamiento(ASAC XI, 1999).Estosdescubrimientosserelacionanconel aumentoen

la síntesisdeácidosnucleicosy deproteínas,enparticularde lisioxidasas(ASAC XII, 1999),

enla primerasemanade cicatrización.

El mismo equipo(ASAC XIII, 1999) realizaensayosmidiendoparámetroscomo la

resistenciaa laextensión,la actividadlisiloxidasay síntesisde proteínasy ácidosnucleicosen

ratasalbinas.La lisioxidasaincrementael entrecruzamientodel colágenoy, por tanto, la

resistenciaa la extensión,siendo ademásresponsablede la unión y maduraciónde dicha

proteínaestructuralvinculadaala cicatrización.La resistenciaa laextensiónqueproduceun

extractotipo CTP puededebersea las propiedadesmecánicasdel colágeno(ASAC XIII,

1999).Otroprincipio activoquecontienelaplantaoriginariaeselácidoflimáricoquepodría

serparcialmenteresponsablede la accióncicatrizante.Enlos procesosde extracción,el ácido

flimárico seencuentraenla faseacuosa,lo queexplicalasbajaspropiedadescicatrizantesde

las fraccionesno acuosas.

G. Acción hepatoprotectora:Un grupo de investigadoresadministranCCI4 como

sustanciahepatotóxicaaratasalbinas,junto conel tratamientointraperitonealde un extracto

aCTP,comprobandoqueseproduceundescensoenlaslesioneshepáticas(ASAC XIV, 1999).

Otrosautores(ASAC XV, 1999)obtienenunosresultadosde idénticanaturaleza,revelando

medianteanálisishistopatológicos,un aumentoen los procesosde regeneración.Nuevos

ensayosdemuestran,además,labajatoxicidaddelextracto(ASAC XVI, 1999).

U. Actividad antimicrobiana.Tambiénsehaestudiadola actividadantibacterianade

la planta.El efectodelextractoacuosoadospesosdiferentes,30 y 40 mg, seprobaronfrente

a3 bacteriasGram+ y 7 Gram- medianteelmétododedifusiónendiscodepapeldefiltro. La

máximainhibición se observaconCTP frentea Aeromonashydrophila y Bacillus cereus

(ASAC. XVII, 1999).
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3.- MATERIAL Y MÉTODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. MATERIAL DE LABORATORIO

Enesteapartadoserecogenlos aparatosy útilesmáscomunesquenoshanfacilitado

nuestralabory sin cuyo concursonadahubieraresultadoigual.

A.- Aparatos.
- Campanade flujo laminar(Telstar,S.A.).

- Microscopioóptico (OlympusBH-2).

- Incubadorde CO2 al 5% y 37 oc (HeraeusInstruments,S.A.).

- Autoclave(Clino-Matic, Selecta,S.A.).

- Congeladorprogresivo(Nicool LMlOO, WinterthurS.A.).

- Balanzade precisión(Mettler AE 100).

- Micropipetasautomáticasdesde2 hasta5000 i.¡1.

- Otros(pHmetro,destiladorde agua,centrífúgade mesa,...).

B.- Materialde disección.
- Tijeras,pinzasde puntafina y curva,agujasenmangadas.

- Soportedecorchoparadiseccióny alfileres.

C.- Materialde plástico.
- Jeringuillasde insulinade 1 ml.

- Tubosde centrífUgade 50 ml (COSTAR,S.A.).

- Crioviales(BiofreezJvials, COSTAR, S.A.).

- Filtros de esterilización(COSTAR,S.A.).

- Membranasde esterilización0,22 gm (Millipore, S.A.).

D.- Materialde vidrio.
- Tubosde ensayocontapónde rosca(16 x 100mm)

- Hemocitómetrode Neubauer.

- Frascosde cultivo y otros~ipetasPasteur,vasosde precipitado,...).
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3.1.2. MATERIAL BIOLOGICO

3.1.2.1.Trichornonasvaginalis.

El cribadofarmacológicoiii vitro se realizacon la cepaJTH3 1 A #4, -no de referencia

30326 y lote SF-2006-,solicitadaa la AmericanTypeCulture Collection (ATCC) y cuyo

aislamientoseprodujoenelJohnsHopkinsHospitaldeBaltimore(U.S.A) en 1963.Estacepa

de 7? vag¡nalisprocededellavadoendocervicalde unapacientey secaracterizaporsermuy

sensibleametronidazol.

LacepaCl-NIH DiamondL. 5. (1965),-n0 de referencia30001 y lote SF-2761-,fUe

seleccionaday especialmentesolicitadaa la ATCC parael estudiode patogeniaen ensayos

intraperitonealesenratón.Suaislamientoseprodujoen 1956(Burchetal., 1958),fruto de un

trabajoepidemiológicoenel Serviciode SaludPúblicadependientedelInstituto Nacionalde

la Saludnorteamericano(N.I.H.) en Bethesda,Maryland(U.S.A.).

La publicacióndelaspruebasbiológicas(Reardonetal., 1961)mostrandola capacidad

patogénicadelaislamientonosmotivó paraincorporarlaennuestrodiseñoexperimental.La

validacióndel modelo de Toyos requeríaunacepade parásitomuy virulenta,de actividad

contrastabley enbuenascondicionesde mantenimiento.

Unestudioepidemiológicosobrelaprevalenciade latricomonosisenla Comunidadde

Madrid realizadoporelDepartamentodeParasitología(Facultadde Farmacia,U.C.M.), con

la colaboraciónde los Centrosde Promociónde la Saluddependientesdel Ayuntamientode

la capital, ha permitido la obtenciónde 18 aislamientosidentificadoscon el número de

referenciade la historiaclínicade la paciente(RodríguezGallego,1996).

Así, en la consultaginecológicadel distrito Centro, seobtuvieron10 aislamientos:

3059, 8232, 3569, 7894,S/H, 11, 3558, 15, 17 y 14. EnVillaverde,3 aislamientos:1232, 18

y 7. En Tetuán,2 aislamientos:1807, 1800. Y por fin, un aislamientoen cadauno de los

consultoriosde los distritosde Carabanchel(13),Vicálvaro (208)y Retiro (1540).
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La conservaciónserealizaporcongelaciónenN2 liquido a -170
0C (Yaeger,1988).

El protocolode congelaciónrequierela siguientepautaexperimental:

10.~ Concentraciónde T. vaginalisporcentrifUgacióna 2000 r.p.m.(350g)(59.

2o.~ Lavadodel concentradoconP.B.S.(PhosphateBuiferedSalme)(x 3).
30 Dilución al 50%en unasoluciónde dimetilsulfóxido(DMSO), agente

criopreservante,al 10%enP.B.S.
40 Repartoen crioviales(Biofreeze®vials, COSTAR, S.A.) decongelación.

5% Congelacióngradual1 0C/min. hastaalcanzar-70 0C enel congelador

progresivo.

6o.~ Introducciónenlos tanquesdeN
2 liquido.

La recuperaciónde las cepascongeladasseproducemediantelaextraccióndelvial del

N2 liquido, parasuinmersiónen un bailo de aguaa37
0C. Unavezdescongelado,sevierteel

contenidoenun tubo conmedio Diamondsuplementadoconsueroy antibióticos.

La técnicade congelaciónde cepasesfUndamentalparaevitar lapérdidade virulencia

de T. vaginalis enun cultivo prolongado.Ademásdel gastoinútil de tiempoy materialque

suponenlos cultivos mantenidospor pasessucesivoscuandono seva a realizarninguna

experiencia.Porúltimo, la frecuentetransferenciade cultivos aumentala probabilidadde la

contanunaciónpormanipulación.

3.1.2.2.Animal de experimentación:El ratón (Musmusculus,L.).

El estudiodela susceptibilidaddelhospedador(murino)alainoculaciónintraperitoneal

de 71 vaginalis (Toyos,1974),noshallevado aempleardoscepasno consanguíneas:CD-1 y

NMIRI. Ademásdedoscepasconsanguíneas:BALB/c y C57BL/10, decaracterísticasgenéticas

muy diferentesentresi.

El perfil biológico de las cepasde ratónserecogede formadetalladaen laobra The

Mousein BiomedicalResearch (Foster,H. L. ed.) AcademicPress.New York, 1981. La
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descripciónde laspeculiaridadesde cadaunade ellasexcedenuestracompetencia,porlo que

seremitea la revisiónantedichaparacualquieraclaraciónsobreel particular.

Los ratonesCD-l y NIvIRI soncriadosy mantenidosenel animalario del Dpto. de

Parasitología(Facultadde Farmacia,U.C.M.), en condicionescontroladasde temperatura,

humedad,fotoperiodo,atmósfera,alimentación,jaula y cama. Los ratonesBALB/c y

C57BL/í0 fUeroncompradosa CRIFFA, S.A. (Barcelona),en lascondicionesóptimaspara

la realizaciónde los ensayos.Laadaptaciónde los animalesadquiridosanuestrasinstalaciones

no haplanteadodificultades.Se hanempleadohembrasadultas,de 20-25gramos(g) de peso

(exceptolos ensayosrealizadosenlaestirpeC57BL/l 0, que serealizaronen machosde 25 g,

segúnla disponibilidadde los criadores).

Los animalesde elecciónparala mayoríade lasinvestigacionesbiomédicassonratones

preferiblementeconsanguíneos(Staatset al., 1981), que son el productode veinte o más

generacionesconsecutivasde cruzamientoentre hermanos.Mientras que el objetivo del

cruzamientoaleatorioespreservarla variabilidadgenética,el de las cepasconsanguíneases

reducirlaacero.El único factorlimitanteesestablecerlas relacionesde críaentrehermanos.

La primeracepade estascaracterísticasfUe desarrolladapor C. C. Little en 1909.

Dichosratonesexhibenunalto gradode uniformidadencuantoasunaturalezafisica

y aspectosfisiológicos.Estacaracterísticahacedeellos los animalesde elecciónenunaamplia

gamade trabajos,entrelos cualesdestacanlos quepretendenminimizar los efectosde los

tratamientosexperimentales,y los basadosenlaprecisiónde la medidade talesefectos(Oreen,

1981).

De otra parte,la uniformidad de característicasqueadquieren,permiteusarun bajo

númerode animales,conmayorprecisiónen los resultados.No obstante,los ratonesde una

cepaconsanguíneano sonabsolutamenteidénticos.Ello puededeberseaciertaheterocigosis

residual,superiora la cantidadesperada,debidoa causasgenéticas,talescomo mutaciones

recientesno fijadasporconsanguinidado la selecciónde los másaptos.
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Porúltimo, con independenciade que uno de los objetivosprimordialesde nuestro

trabajofUeseel perfeccionamientode un modeloexperimentalde patogeniaenratón,sólo se

ha utilizado el númerode animalesrequeridoa tal efecto,segúnun diseñoracionalde las

experiencias.Siendo manipuladoscon la debidacorrecciónporpartede los investigadores

segúnlas normasde BuenasPrácticasdeLaboratorio(OLP).

3.1.3. MEDIO DE CULTIVO

Medio Diamond

El mediode cultivo Diamondesel máseficazparael mantenimientoin vitro de 71

vaginalis(Gelbartetal., 1989).La composiciónmodificada(Miyata, 1973),esla empleadaen

nuestrolaboratorioparala realizaciónde resiembrascada48 horas.

Composición:

- Tripticasa (BectonDickinson) 2,00 g

- Extractode levadura(BectonDickinson) 1,00 g

- Maltosa (Difco Laboratories) 0,50 g

- Ác. L(+)-ascórbico (CarloErba) 0,02 g

- L(-)-cisteína (CarloErba) 0,10 g

- Aguadestiladac.s.p 100 ml

Preparación:
¶0•.. Los componentessedisuelvenen aguadestiladaen las proporciones

indicadas,calentandosin llegar aebullición.

2o.~ SeajustaelpH a 6,5utilizandoHCI lN.

30 Sedistribuyeentubosde vidrio encantidadesde 4,5 ml/tubo.

40 Seesteriuizaen autoclavea 120 “C durante20 minutos.

50 Seconservaenneveraa4 0C hastasuuso.

6o.~ Extemporáneamente,seañadeacadatubo0,5midesueroinactivadoestéril

y 0,1 ml de unasoluciónantibiótica,antesde cadaresiembra.
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Habitualmenteseutilizasueroequinoestéril(KibbutzLaboratories),queseinactivaen

un bañode aguaa56 0C durante30 minutos.Estesuerosefraccionay semantienecongelado

a-20 0C hastasuempleo.Ladescongelacióndelsueroseproduceenun bañode aguaa56 0C

durante10 minutos.

La soluciónantibióticatieneporobjetoevitarunahipotéticacontaminaciónbacteriana.

El volumenañadidocontiene:

- 500 U.l. de PenicilinaO sódica!ml demedio (PenilevelLab. Level, S.A.).

- 500 pg de Estreptomicina!ml de medio (C.E.P.A.,S.A.).

Ocasionalmenteseha adicionado500 pg de gentamicina/mlde medio (Genticinainy.

Antibióticos, S.A.). Encasode contaminaciónporCandida,se aplicaNistatina(Mycostatin

susp.,Squibb)comoantifúngico,añadiéndoseunagotaportubo.Serecomiendarealizarpases

alternativoscon y sin fármaco queevitenel efectonocivo por tratamientosprolongadosal

parásito.

3.1.4. PRODUCTOSENSAYADOS

3.1.4.1. Extractosvegetales

SegúnelprogramadelproyectomarcoIBEROEKA 003, sehanrealizadoensayosde

cribado farmacológicoin vitro frente a Trichomonasvaginalis y Trypanosomacruzi de

diferentesextractosde plantasiberoamericanasseleccionadaspor criteriosetnobotánicosy

cedidosamablementeporASAC PharmaceuticalInternationalA.I.E. (Alicante,España).

En la segundafasedeestainvestigación,dirigidaalestudiodelos inmunomoduladores,

la elucidaciónde la actividadbiológica de los extractosPAL y CTP hasido nuestroobjetivo

prioritario.

La empresaproveedoranos ha suministradodatosadicionales:en cuanto a PAL
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(extractode Polypodiumleucotomos),los polipodios se seleccionany recolectanen las

PlantacionesExperimentalesy deRecuperaciónEcológicade Guatemala,propiedaddeASAC

P.I., situadasa 2000m de altitud sobreel nivel delmar. El examende las especiesparasu

identificacióntite llevadoacaboporel equipodelDr. Aguilar Cumes(JefedelJardínBotánico

de la UniversidadSanCarlosde Guatemala)y porel Dpto.de Botánicade laUniversidaddel

NoresteenCorrientes(Argentina).

Losrizomassonseparadosy deshidratadosporairecalientea60 0C durante48 horas,

reduciéndoseapolvo estapartedelaplanta.El extractoacuososeobtienepormaceracióndel

material(500g pesoseco)sumergidoenaguapurificada(5 L) durante48 horasatemperatura

ambiente.El extractoresultanteesfiltrado y eliminado el solventepor destilacióna baja

presión.Finalmente,PAL seliofiliza parasuuso enlos ensayosexperimentales.

A continuación,los procesosde fraccionamientode los extractosvegetalesseinician

conla disolucióndelextractosecoenunacantidadminimadeaguapurificadacon4 volúmenes

de metanolparaobtenerdos fracciones:A (fracción metanólicainsoluble) y B (fracción

metanólicasoluble)quefueseparadaporfiltración;ambassondesecadasbajopresiónreducida.

La fracciónB sedisuelvede nuevoenaguapurificaday seextraeconcincovolúmenesde n-

butanol.Ambasfasesorgánicay acuosasesecanbajopresiónreducidaparaobtenerdosnuevas

fracciones:C (fracciónbutanólica)y D (fracciónacuosa).

Deotraparte,nosremitimosalapartadocorrespondientede la RevisiónBibliográfica

para el extracto CTP. Su origen, especievegetal, extraccióny definición no pueden

concretarse,enestemomento,porserdatosconfidencialesenprocesode patente(propiedad

de A.S.A.C. P.I.).No obstante,sepuedeapuntarqueunsubextractodela fracciónC presenta

la actividadbiológicamásinteresante.

Todos los extractosliofilizados serecibenenvasadosen vialesestériles(50 mg) e

identificadosconuncódigodetresletrasquedeterminalafamilia, géneroy especiede laplanta

de procedencia.
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Los extractos

antiprotozoósicofrente

APB

CBT

CMC

LCO

MCT

PAL

CTP

CNt

SCP-A

SCP-B

SCP-C

SCP-D

CMC-A

CMC-B

CMC-C

CMC-D

vegetales ensayadosen las pruebas de cribado farmacológico

a 7?. vaginalis son:

MCO

SCP

CBC

AXC

APB-A

APB-B

APB-C

APB-D

PPN

00

ZCL-3

CTD

ART

CGV

ECO

CSM

MMT

ECO-A

ECO-B

ECO-C

ECO-D

3.1.4.2. Productosde síntesis

En el Instituto de QuímicaMédica(C.S.I.C.)y bajo la direcciónde laDra. Ochoade

Ocáriz seha realizadola síntesisde varias seriesde compuestoscon potencialactividad

antiprotozoósica.Nuestrode equipode investigaciónenel Dpto. de Parasitología(Facultad

de Farmacia,U.C.M.) sehaencargadode la realizacióndel cribadofarmacológicofrentea

Trichomonasvaginalisy Trypanosomacruz¡ tanto in vitro como in vivo. Losproductosse

dividenenvariasseriessegúnsuestructurabásica:

- Seriede derivadosde Tetrahidro-2h-1,3,5-tiadiazin-2-tiona-3,5-disustituidos.

- Serie CP:Tieno(2,1 )benzotiazepinas5,5-dióxidos y dibenzo(c,fltiazepinasS,S-

dióxidos.

- Seriede aminasacomplejadascon Cu2~.

Susestructurasse esquematizanen las tablas3.1., 3.2. y 3.3., que aparecenen las

siguientespágmas.

126



MATERIAL Y MÉTODOS

-s

FIGURA 3.1. Estructuramolecularde los compuestos: 5

serieTetrahidro-2h-1,3,5-tiadiazin-2-tiona-3,5-disustituidos «pi
Rl R2

COMPUESTO

(CH
2)5.COOH

CH(CH2COOH)-COOH

CH,.COOH

CH(CH2Ph$COOH

CH(CH,Ph)-COOH

CH[CH(CH,hFCOOiI

CH[(CH~tCOOH]-COoH

CH(CH37j-COOH

CH2-CONH.CH2-COOH

CH[(CHfh5CHd.COOH

CH(CH2CONHJ-COOH

CH(CH,CONI-¡2)-COOH

C[(CH3fl-COOH

CH2-CH=OOH

CHLCH,CH(CH3t].COoH

(CHj5-COOH

CH(CH2COOH)-COOH

CH2.COOH

CH(CH,Ph)-COOH

CH(CH2Ph)-COOH

CH[CFI(CHO,1-COOH

CH[(CHZXCOOHFCOOH

CH(CH3)-COOH

CH2-CONH.CH2-COOH

CH(CH2CONHD-COOH

CH2-CH=OOH

CH[CH2.CH(CHOj-COOH

(CHJ,-COOH

CH,.COOII

CH[CH(CI-13t1.COOH

CH$flNH-CH2.COOH

CH[CH2.CH(CH,tJ-COOH

(CH2)5-CooH

la

DL- Ib

te

L-1 d

DL-Id

L.l e

DL-lf

L-1 g

lh

L-1 1

D-Ij

L-lj

1k

Im

L-In

FURFURILO
FIJRFURILO

FURFURILO

FIJRIRJRILO

FURFURILO

FURFURILO

FURFURILO

FURFIJRILO

FURFURILO

FIJRFLJRILO

FURFURI LO

FURFURILO

FIJRFURILO

FURFURILO

FtJRFLJRILO

CICLOHEflLO

CICLOHEXILO

CICLOHEXILO

CICLOHEXILO

CICLOHEXILO

CICLOHEXILO

CICLOHEXILO

CICLOHEXILO

CICLOHEXILO

CICLOHEXILO

CICLOHEXILO

CLCLOHEXtLO

(CI-12)5.COOH

(CH2)5-COOH

(CH2)5-COOH

(CHZ)5-COOH

(CH2)5-COOH

(CH2)2-COOH

2a

DL-2b
2e

L-2d
DL-2d

L-2e

DL-2f

L-2g

2h

L-2j

2ni

L-2n

3a

3c

L-3e

3h

L-3n

4.
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TABLA 3.2. Estructuramoleculardelos compuestosde la

seriede aminasacomplejasconCu2t.
Cu2~

R

0<

COMPUESTO R

C¡j(CH3)2]-COOH

(CH2)5-COOH

(ácido2-aminoisobutfrico)

(ácido6-aniinocaproico)

CH(CH2CONI-12)-COOH(D-asparagina)

CH(CH2Ph)-COOH(L-~-fenilalanina)

CH2-COOH(glicina)

CH(CH3)-COOH(L-alanina)

2MB

6-ACA

D-ASPA

L-FA

Glic

L-Alán
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TABLA 3.3. Estructuramoleculardeloscompuestos:SerieCP (Tieno(2,1 )benzotiazepinas

5,5-dióxidosy dibenzo(c,Otiazepinas5,5-dióxidos).

o CH,
ir
5—

5

o

CP-1 CP-6

o
II

CH,

H COOH

C P-18

CP-39

CP-169

C
II COO-Et

xx

O CH,
II

CP-20
o o

CP-47

NH
2

O CH
II 1’ 0 CH,II

CP-237

H O-CO-CH2-CH,-CH,
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TABLA 3.3. Estructuramoleculardeloscompuestos:SerieCP(Tieno(2,1 )benzotiazepinas

5,5-dióxidosy dibenzo(c,Otiazepinas5,5-dióxidos)(II).

3 -

O

CP-9

CH,

CP-42

CP-5

O CH,
O—II_
“S N

-¾

c$J

,/~

H

CP-17

N CH,

CP-216

O CH3
o ¡

Si

j

o CH,

C C
Y

Et-OOC H HOOC

CP- 14

o
5

Co Et-OOC« U

CP-7
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3.1.4.3. Farmacologíaexperimental

Losproductosfannacéuticosensayadosenelmodeloexperimentalde71 vaginalishan

sido adquiridosen su forma específica.Los fármacosempleadosen las pruebasde

inmunomodulaciónhansido:

Inmunomoduladores:

Inmunosupresores:

MNEs:

Hepatoprotector:

- Inmunoferón~(glicofosfopeptical)de AndrómacoS.A..

- TP-l~ (timoestimulina)cedidagenerosamenteporSerono,S.L.

- Imurel® (azatioprina)de GayosoWellcomeS.A.

- Prograf®(tacrolimoo FK-506) de FujisawaS.A.

- Genoxal®(ciclofosfamida)de AstaMédicaSA.

- Feldene®Flas~(piroxicam)de Pfizer S.A.

- Nolotil® (metamizol)de EuropharmaS.A.

- S.Ainet®(sulfoadenosilmetionina)de EurophannaS.A.

3.1.5. REACTIVOSY SOLUCIONESGENERALES

Los reactivosmásusualesde apoyoa la laborde rutinacon lacepade 71 vaginalis,

(mantenimiento,congelación,preparacióndemediosde cultivos,...), sonlos siguientes:

- Cloruro sódico (Panreac).

- Hidróxido sódico(Panreac).

- Acido clorhídrico (Panreac).

- Etanol.

- Dimetilsulfóxido (Merck).

1. P.B.S.(PhosnhateBuiferedSalme

)

- NaCí 8,00g

-mcyo4 1,21g

- H2~O4..... 0,34 g

HO íOOOec

pH: 7,3
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2. Azul Trinan<colorantevital

)

-AzulTripan0,4%....lOml

3.1.6. REACTIVOS DE ELISA.

1. PBS-Tween20 (0.05%

)

-Añadir 2,5mide Tween20 a5 litros de tampónPBS (x 1).

2. Tampón carbonato 0dM

Na2CO

NaHCO3

Aguadestiladac.s.p

HO 90m1

3,2g

5,9g

1000ml

AjustarapH 9,6 y guardarrefrigeradoa4
0C.

3. Citrato 0.1 M

Acido cítrico 21 g

Aguadestiladac.s.p 1000ml

4. Fosfato0.2 M

Naj{P0
4.H20 35,6 g

Aguadestiladac.s.p 1000ml
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5. Tampóncitrato-fosfato

Citrato0,lM lOOml

Fosfato0,2M 100 ml

Aguadestiladac.s.p 400 ml

AjustarapH 5,0 y mantenerrefrigeradoa40C.

6. Sustratorevelador

Orto-fenilendiamina(OPD)(SIGMA N0P-1526) .... 0,004 g

Tampóncitrato-fosfato 10 ml

Justoantesde suutilizaciónañadir4 ~ilde H
202por cada10 ml de solución.Esta

soluciónse debeprepararfrescacadavezqueserequiera,enun tuboprotegidode la luz.

7. Soluciónde frenado(II,SO~ 314

)

504H298% 80m1

Aguadestiladac.s.p 500 ml

8. Coniu2adoparaELISA

Inmunoglobulinasde cabraanti-IgO+M, IgO, 1g01, IgG2~, IgG2~ e 1g03 de ratón

marcadas con peroxidasa (CALTAO Laboratories).
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3.2. MÉTODOS

3.2.1. CRIBADO FARMACOLOGICOIN VITRO

1. Procedimiento

Los ensayosde cribado farmacológicoin vitro frentea 71 vaginalis se realizan

medianteelrecuentomicroscópicodecultivosaxénicostras24-48horasdecontactoconel

productoa ensayar,respectoaun controlno tratado.Sedeterminala actividadcitostática

o citocidasobreel cultivo en faseexponencialde crecimiento.

Parala obtenciónde un cultivo en faselogarítmicade crecimientoseresiembran,

aproximadamente,5 ml de inóculo de 7’. vaginalis en un botellade 100 ml de medio

Diamondsuplementadocon 10%de sueroequinodonantey 2% de antibióticosdurante48

horas.

Al cabode estetiempo, se procedea la siembracontroladaentubosde vidrio de

100.0007?. vaginalis/ml(2mVtubo).Paraello, el cultivo enfaseexponencialseconcentrapor

sucesivascentrifúgacionesa 2000r.p.m. (350g) durante5 minutosy seajustael inóculo,

segúnel requerimientoexperimental,medianteel hemocitómetrodeNeubauer.Finalmente,

el cultivo se reparteen los tubosde vidrio (siembracontrolada).

Los tubosseincubanenestufade 37’C (5% CO2).Al cabode 5-6horas,enel inicio

de la faseexponencial,se dispensanlos productosde síntesis(o extractosvegetales)en las

concentracionesadecuadasal diseñode lapruebay serealizael recuentode los controles.

Los recuentostras 24-48 h de incubaciónde la totalidadde los tubos permiten

establecerlos parámetrosparala expresiónde los resultados:J.C. (índicede crecimiento),

%C (porcentajede crecimiento),%R (porcentajedereducción).
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3. Preparaciónde los productosnaturaleso de síntesisensayados

Losproductosde síntesissedisuelven,salvo indicaciónencontra,en dimetilsulfóxido

puro (DMSO) con lo sefacilita susolubilidad y esterilidad.Las dilucionesposterioresse

realizanenPBSestéril. Generalmente,sepreparantresdisoluciones100, 10 y 1 jig/ml si se

trata deunproductode síntesis.Nótesequelasconcentracionesensayadasparael fánnacode

referenciaFlagyt (metronidazol)son2, 1 y 0,5 ¡.tg/ml. Porsuparte,los extractosnaturales

se ensayana mayoresconcentraciones,1000, 500 y 100 gg/ml, convencidosde que la

presencia de los principiosactivosseve enmascaradaporotrosno activos.
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3.2.2. MODELO MUIUNO DEINFECCIÓNINTRAPERITONEAL

Elmodelomurinodeinfecciónintraperitonealtite inicialmentediseñado(Toyos,1974)

paraestudiosde patogeniaexperimental,puestoque la inoculacióndel parásitoinduce el

desarrollode lesionesen los órganosabdominales,que sonvalorablesmediantenecropsia.

Desdesuexperienciasehapretendidoquenuestraaportaciónmejoreciertosaspectosdedicho

modelo.

El protocolode trabajoparael desarrollode la infecciónexperimentalcomprende:

3.2.2.1.Preparacióndelinóculo

A partir deun cultivo axénicodelprotozoode 48 horasentubosde vidrio, serealiza

la resiembraen frascosde cultivo de 100 ml de medio Diamondconsueroequinoestérily

antibiótico en las proporcionesconvenientes.Al cabo de 48 horas se procedea la

concentracióndelcultivo porcentrifugacionessucesivasa2000r.p.m. (350g)durantecinco

minutos; no es aconsejableprolongarmás cadaconcentración,puesmuchosorganismos

pierdenvitalidad e incluso mueren.

Unavezfinalizadala concentración,serealizael recuentode parásitosatravésde la

cániarade Neubauerconel apoyode un colorantevital como Azul Tripan0,4%y seajusta

el correspondienteinóculo, habiéndoseensayado106, Sxl 06 y 107tricomonas/ratón.

3.2.2.2.Pautade inoculación

Paracadaunade las pruebassehanempleadolotesde 10 ratonesde las cepasno

consanguíneas(CD-1,NMRI) y consanguíneas(BALB¡c, C57BL/l0), de 20-25g de peso.

La inoculaciónintraperitonealserealizaenel cuadranteinferior derechode lapared

abdominaldel ratón.El volumeninyectadoesde 0,8 ml de la suspensiónpreparada.
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Todoslos animalessoninoculadosen el lomoporvíasubcutáneacon 0,2 ml de una

mezclade penicilinay estreptomicinaenunadosisde 150.000Ul.! Kg y 20 mg ¡Kg depeso

respectivamente(1633Ul. de penicilinapesalmg).Unavezinoculadoslos ratones,seinicia

unperiodode observación,coincidentecon la evoluciónde la infecciónproducida,hastala

necropsiay valoraciónde las lesiones.

3.2.2.3.Necropsiay valoraciónde las lesiones

Los animalessonsacrificadosal decimoquintoy trigésimodíapost-inoculación(p.i.)

por dislocación cervical. Realizándosela necropsiaa continuación.Si algunomurieseen el

transcursodelapruebaserásometidoaexamendeinmediato.La cuantificacióndelaslesiones

permitelaaplicacióndetratamientosestadísticosalos resultados.El índicedepatogeniapuede

ser expresadoen un tanto por cien, dadoel criterio de valoraciónde las lesiones.El máximo

valor se le daría, segúnel diseñodeToyos (1974),a unacepaqueprodujerala muertede

todos los ratonesal tercerdía p.i. con el parásitoen el liquido ascíticoy con la máxima

puntuaciónde las lesiones.Parala valoraciónde lesionessehantenidoencuentalos datos

siguientes (tabla3 .4.a):
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TABLA 3.1.a. Valoración de las lesionesy la mortalidaden el modelode 7?. vaginalis

1.- MORTALIDAD DURANTE LA EXPERIENCIA

- Ratonesmuertos al 3~día p.i

- Ratonesmuertosal 40 dia p.i

- Ratonesmuertosal 50 dia pi

- Por cadadíade retraso6 puntos menos.

- Ratonesmuertosdespuésdeldía100 p.i

II.- LÍQUIDO ASCÍTICO

-Menosdelml

-Dela2ml

-Másde2ml

2 puntos

4 puntos

6 puntos

III.- PERITONEO Y GRASA PÉLVICA

- Necrosispuntiforme en número de 1 a 3

- Necrosis puntiforme múltiple y/o necrosis

única de 3 a 5 mmde diámetro

- Necrosismúltiplesde 3 a5 mm y/o necrosis

única deSa 10 mmde diámetro

- Necrosis extendidapor todala pelvis

- Necrosis diseminadaen cavidadabdominal

afectandoel mesointestinoy zonaperirrenal

2 puntos

4 puntos

6 puntos

8 puntos

10 puntos

50 puntos

44 puntos

38 puntos

6 puntos
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TABLA 3.1.b. Valoración de mortalidad y lesionesen el modelo de 7’. vaginalis(cont.)

IV.- BAZO, PÁNCREAS, ESTÓMAGO

- Necrosispuntiforme ennúmerode 1 a3 y/o

esplenomegalia 2 puntos

- Necrosispuntiforme múltiple y/o necrosis

únicade 3 a 5 mm de diámetro 4 puntos

- Necrosisúnicade 5 a 8 mm 6 puntos

- Necrosisde 8 a 10 mmafectandoa másde un órgano ... 8 puntos

-Necrosisde10 de 15 mmenglobandoamásdeunórgano.lOpuntos

- Necrosismayoresde 15 mmque ocupan

másde un órganoe interesandotambién

ahígadoy asasintestinales 12 puntos

V.- HÍGADO (CARA VISCERAL)

- Necrosispuntiformeennúmerode 1 a 3 y/o

fina capasuperficialdefibrina sobreel lóbulo

de Spigelio

Necrosisde 3 a5 mmy/o necrosisparcial

del lóbulo de Spigelioo de los lóbulosventrales

derechoo izquierdo

Necrosisde 5 a8 mm y/o necrosistotal del

lóbulo de Spigelioo necrosisequivalente

en los lóbulosventralesdcho. o izq

- Necrosisde 8 a 10 mm

- Necrosisafectandoa la mayorpartede la superficie ....

2 puntos

4 puntos

6 puntos

8 puntos

10 puntos
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TABLA 3.4.c. Valoraciónde mortalidady lesionesen el modelode 71 vaginalis(cont.)

Tomado de Escario, J. A.. Tesis doctoral. ¡985. La tabla de valoración de lesiones del modelo de patogenia experimental de T vaginalis de
Toyos (1974) tic modificadapor Escario (¡985). Permitiendo la representación del indice de patogenia en porcentajes.

Segúnel baremoestablecidoseobtieneun valor numéricoparacadaratón.El índice

de patogeniade cadacepasecalculahallandola mediade las puntuacionesdel lote. En el

trabajooriginalde Toyos, seproponeque las cifrasquedenrepresentadassobreelesquema

de un ratón,enel quecadaórganorecibalavaloracióncorrespondiente,segúnla intensidad

de la lesión.

El modelo murino de infección intraperitonealcon 71 vaginalis, modificado del

esquemade Toyos(1974),de quiense recogeel métodode valoraciónde la necropsia, se

pretendeanalizary optimizarbajoun estudiocrítico de lasexperienciaspropuestas.

VI.- HÍGADO (CARA DIAFRAGMÁTICA).

- Necrosispuntiformeen númerode 1 a3 o fina

finacapasuperficialde fibrinay/o alteraciones

en la coloracióndel órgano 2 puntos

- Necrosisde 3 a 5 mmy/o grandes

alteracionesde color 4 puntos

- Necrosisde 5 a 8 mmy/o necrosisparcial

de los lóbulosdiafragmáticosizq. o dcho 6 puntos

- Necrosisdc 8 a 10 mmy/o necrosisparcial

de los lóbulos y/o intensade un lóbulo 8 puntos

- Necrosisintensaafectandoa varioslóbulos 10 puntos

- Necrosisextendidaatodos los lóbulose

interesandoal diafragma 12 puntos
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3.2.3. CRIBADO FARMACOLÓGICOIN VIVO

El modelo murino de patogeniade 71 vaginalis ha sido aplicado al cribado

farmacológicoiii vivo.Fundamentalmente,sobreeldiseñoexperimentalseestableceunapauta

adecuadade tratamiento,suficienteparaque seproduzcala curaciónconel productode

referencia(metronidazol)trasla infecciónparasitaria.

El protocoloestablecidoempíricamentesepuedeesquematizarcomo sigue:

Día 0: Inoculaciónintraperitonealde Trichomonasvaginalis.

Días 30, 40, 50, 60y 100, 110, 120p.i.: Tratamientofarmacológico.

Día 150 p.i.: Necropsiade los animalessupervivientes.

La administraciónpor vía oral de metronidazol(0,75mg/ratón/día)en 0,3 ml de

carboximetilcelulosacura las lesionesproducidaspor la infección intraperitonealde 71

vaginalis.No obstante,laconcentraciónhabitualmenteensayadaparalos productosdesíntesis

esde 3 mg/ratón/día.

Los productosde síntesisque en el cribadofarmacológicoin vitro manifiestanuna

notableactividadantiprotozoósica,preferentementecitocida,sonensayadosenel modelode

cribadofarmacológicoin vivo. Estaestrategia,por razonesdeontológicasy económicas,

permiteobviar los ensayosiii vivo de productosquecarecende actividadin vitro.

3.2.4. DETERMINACIÓN DE LA PATOGENIA DE AISLAMIENTOS
ATITOCTONOS

Las 18 cepasaisladasen los Centrosde Promoción de la Saludde Madrid (1994-96)

de los distritosCentro (3059, 8232, 3569, 7894, S/H, 11, 3558, 15, 17 y 14), Villaverde

(1232,18y 7), Tetuán(1807, 1800),Carabanchel(13),Vicálvaro (208) y Retiro (1540),

fueronaxenizadasmediantetratamientosantifúngicosatravésdeltubode Carmenmodificado.

Parala evaluaciónde la patogeniaexperimentalde los aislamientosseha utilizado la
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cepade ratónNMiRI que, ademásde serunade las mássusceptiblesa la infección por 71

vaginalis,esla másasequibleanuestrolaboratorioporsurelativamentebajocosteeconómico

y la ausenciade requerimientosespecialesensumantenimiento.

En cuanto al protocolodel ensayo de patogeniade aislamientosclínicos, se han

mantenidolas condicionesdel modelo previamenteestablecido,estoes,un inóculo de ío~

tricomonas/ratóny un periodo de observaciónde 15 días previo al sacrificio de los

supervivientes.

Encuantoa lanecropsia,parala valoraciónde laslesionesy la mortalidadnoshemos

remitidoal baremodiseñadoparael modelo experimentalde patogenia(tabla3.4). Los datos

delos 18 aislamientosnoshanpermitidovalidarmedianteprocedimientosestadísticos(Análisis

de ComponentesPrincipalesy Discriminante)dicho baremodiseñadosubjetivamente.

3.2.5. APLICACIONDELMODELOEXPERIMENTALDE71 VAGINALISPARA
LA ELUCIDACIÓN DE LA POTENCIAL ACTIVIDAD
INMUNOMODIJLADORA DE LOSEXTRACTOSPAL Y CTP

La integracióndel modelo de patogeniaexperimentalen el marco del proyecto

CYTED-D:IBEROEKA003 (Cribadoy aislamientodeprincipiosfarmacológicamenteactivos

de plantas iberoamericanas)nos ha permitido profUndizar en el conocimientode los

mecanismospatogénicosde 71 vaginalisy dela actividadinmunomoduladorade los extractos

vegetalesseleccionadosporcriteriosetnobotamcos.

En principio, la aplicacióndel modelode patogeniaa la inmunomodulación,no ha

supuestola introducciónde cambiossustancialesenel ensayopreviamentediseñado.No

obstante, las primeras experiencias de inmunomodulación fUeron encaminadasal

establecimientode la dosisy pautade tratamientomásadecuadaparadeterminarel efecto de

los extractosvegetalessobrela regulacióndelsistemainmune.
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A tal efecto,sehanensayadotresdosisde4, 20 y 40 mg/Kg/día. Unavezestablecida

la dosisintermedia,sehanensayadotrespautas,laprimeray máseficaz,durantelos 10 días

previosa la infección y las otrasdos,con inferior resultado,de 5 díaspostinfecciónen la

primeray segundasemanade observación.

En cuantoa la cepade ratón,seha mantenidola NMRI paralas experienciasque

únicamenterequeríannecropsia,y sehadispuestode BALB/c en laspruebasenqueademás

seharecogidosueroparalos ensayosinmunoenzimáticosde inmunoglobulinasy citocinas.

Finalmente,el sacrificio de los ratonessupervivientesserealizóel 150 díap.i. y en la

necropsiase ha utilizado la tabladevaloraciónde las lesionesy la mortalidadaplicadaen el

modelode patogeniay cribadofarmacológico¡ti vivo.

Del conjunto de extractosvegetalessolamentesehanensayadodosconpotencial

actividad inmunomoduladora:PAL y CTP; aunqueen la validacióndel método se han

introducidoinmunoestimulantes,inmunosupresores,antiinflamatoriosno esteroideosyagentes

adyuvantes.Las dosis y pautasde tratamientoempleadasen cadauno de los fármacos

correspondena las indicadasenla bibliografia.

3.2.6. ENSAYOINMIJNOENZIMATICO (ELISA)

Se hanutilizado métodosinmunoenzimáticosparala determinacióndeanticuerposy

de citocinas.En elprimercasosehapuestoapuntoy realizadola técnicaenel laboratorio,

mientrasqueenlos ensayosde citocinassehanutilizado los k¡ts comercialesdeENDOGEN,

Inc. parala determinaciónde IFN-y e IL-4.

3.2.6.1.Infecciónexperimentaly obtenciónde sueros

Los ratones BALB/c son infectados con 1 o~ tricomonas/ratón y sangrados

semanalmentedel plexovenosoretro-orbitalconpipetaPasteur(técnicade Nóller).
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Una vez formado el coágulo,la sangresemicrocentrifugaa 9000 r.p.m. (2000g)

durante10 minutos(microcentrífUgaMIKRO 12-24HettichZentrifligen).Posteriormente,se

recogeel suero,se fraccionay congelaa - 200C.

3.2.6.2.Preparacióndel antígeno

Los cultivosde71 vaginalisenfasedecrecimientoexponencialsecentrifugarona2000

r.p.m. (350g), resuspendiendoel precipitado en un tampón Tris-HCl N, pH 6,0;

posteriormente,sesometelasuspensiónaprocesosdecongelacióny descongelaciónsucesivos

enN
2 líquido, o bien,alternativamente,sesonicamediantepulsosde 10 segundoslamuestra

enunsonicadorVIRTIS (VIRSOMC),manteniendolostuboseppendorfenun bañodehielo.

A continuación,sedelipidacon3 ml de n-hexanoy 7 ml de la suspensión,mediante

agitaciónenérgicay decantaciónde la fasesuperior.La faseacuosase recogey secentrifuga

a 13.000r.p.m. durante30 minutosa 4
0C. El sobrenadantecorrespondeal antígenototal

(GarcíaPalacios,1997). Tras dializar durante24 horasfrentea PBS, con membranasde

diálisis (Medicel), sevalorala concentracióndeproteínasporel métodoBradford,sefracciona

en alícuotasy secongelaa - 20 0C.

3.2.6.3 Determmac;onde anticuerpos:Ig (1 + Ig M, Ig O, Ig ~ Ig ~2., Ig 02b y Ig

(13.

Se tapizan las placasde microtitulación de 96 pocillos (Nunc-I!nniuno Plate

Maxisorp®), <on 100 gí de antígenototal porpocillo (concentración:1 hg/ml) en tampón

carbonato0,1 M apH 9,6. Trasincubacióntodala nochea4 0C, selavanpqr triplicado los

pocilloscon tampónPflS-Tween20.

Paraevitar la adP~esióninespecíiflcade los anticuerposala placa,seprocedeal post-

tapizadode la mismacon300 ¡li/pocillo de BSA al 0,1%diluida enPBSy se incubadurante

unahoraa37 0C, al cabode esetiempo, selavala placatresvecesconPBS-Tween20.
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Tras el post-tapizado,la placa está dispuestapara el ensayo inmunoenzimático,

inicialmenteseañaden100 pl/pocillo de sueroproblemaaunadiluciónadecuada(1/50,1/100,

1/200)enPBS-Tween20,BSA 0,1%y porduplicado.El periodode incubaciónsubsiguiente

esde 2 horasa37 <>C y de nuevoal finalizar eseplazo,la placaselavatresvecesconPBS-

Tween20.

A continuación,añadimos100 pl de anti-inmunoglobulinade ratónmarcadacon

peroxidasaaunadiluciónde 1/2000(IgG e IgG+M) o 1/1500 (IgG1,IgG2~, IgG~~ eIgG3) y

semcubaunahoraa 37
0C. TraslavartresvecesconPBS-Tween20 seañaden100 pl de

sustratocromogénico(40 mg OPD + 100 ml Tampóncitrato-fosfáto+ 40 pl H
202). La

incubaciónse realizaatemperaturaambientey protegiendolaplacade laexposicióndirecta

a la luz. Unavezque seinicia la reaccióncoloreada,cuandola diferenciadecolor entreel

control positivo y negativo esmáximay, antesde que los pocillos sin sueroempiecena

adquirircolor, seañaden50 pl porpocillo de la soluciónde frenado(I-12S04, 314).

Finalmente, seprocedea la lecturade laplacade 96 pocillos en un lectorde ELISA

(ELK $00 BIO-TEK IIÑSTRUMENTS, INC.) a492 nm.

3.2.6.4.Determinaciónde citocinas:IFN-y e IL-4.

La determinaciónde IFN-y e IL-4 en las experienciasde inmunomodulación~eha

realizadobajo la supervisióndel Dr. D. FemandoSetiénenel CM de Inmunologíade la

Facultadde Medicina(UniversidadComplutensede Madrid).

En cuanto al procedimiento,se han seguido las especificacionesdel manualde

instruccionesdel kit comercialde ENDOGENInc., que seresumena continuación:
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1. Adición de 50 gI del anticuerpobiotinilado.

2. Adición de 50 jil de los estándareso muestrasenduplicado.

3. Incubaciónde la placacubiertaa temperaturaambientedurante2 horasa una

temperaturaentre20 y 25 0C.

4. Lavadode placas(x 3).

5. Diluir la estreptavidina-HRPconcentradaenun tampónde dilucióny añadir100 ¡tI

de la solucióna cadapocillo.

6. Incubaciónde laplacacubiertaatemperaturaambientedurante30 minutos.

7. Lavadode lasplacas(x 3).

8. Añadir 100 ¡tI de la soluciónde sustratopremezeladaTMB acadapocillo.

9. Reveladode la placaatemperaturaambiente(20-250C) en laoscuridaddurante

30 minutos.

10. Finalizaciónde la reacciónporadiciónde 100 ¡tI de la soluciónde frenado.

11. Lecturade absorbanciade laplaca450-550nm.

12. Cálculode los resultados.Por interpolaciónen la rectade regresióngeneradapor

los estándares,o bien, medianteel cálculosobrela rectade regresion.

Serecomienda,asimismo,guardarunaseriede precaucionesparalacorrectaejecución

delensayode determinaciónde citocmas:

A. Preparaciónde muestras:Las muestraspuedenprocederde suero, plasmao

sobrenadantede cultivo. No siendo convenienterealizar dilucionesde no sospecharuna

concentraciónelevadade citocinas.El volumende muestrarequeridoson50 ~xl.

B. Preparaciónde reactivos

:

B. 1 .Tampónde lavado: Seañadeel contenidocompletodeltampóndc lavado30x y se

diluye hastaun volumenfinal de 1,5 litros conH
20 destiladao desionizada.

B.2. Solucióndeestreptavidina-HRP:Prepáreselasoluciónestreptavidina-HiRPno más

de 15 minutosantesde usar.No prepararmásquela requerida.
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Usartubosde plásticode 15 ml paraprepararla solucióndeestreptavidina-}{RP.

La solucióndebesercentrifugadabrevemente.

Usar solamentela cantidadrequeridaparael númerode filas aensayar.Añada30

y1 de estreptavidina-HRPconcentradaa 12 ml del tampón de dilución de

estreptavidina-JIRP.En caso de no emplear toda la placa, usar2,5 yl de

estreptavidina-HRPconcentraday 1 ml de tampónde diluciónporcadafila.

C. Estándares:Usarunahoradespuésde sureconstitución.Siutilizasmuestrasde suero

o plasmareconstituirel estándarconH
20 destilada.Reconstitucióndel estándaren el vial

etiquetado:4000 pg/ml el estándarserádisuelto duranteun minuto. Realizarunadilución

seriada1/4; 1000pg/ml, 250 pg/ml, 62,5 pg/ml, 15,6 pg/ml.

3.2.7. ANALISIS ESTADÍSTICO.

Los resultadosderivadosde las pruebasin vivo precisande un tratamientoestadístico

quepermitacomprobarla significaciónde las observacionesrealizadas.

La amplia gamade factoresque inciden en un modelo experimentalintraperitoneal

repercuten,de maneraevidente,en los datosobtenidos.Fundamentalmente,segúnKulda

(1990),la severidadde la infeccióndependede la respuestaindividual delanimalhospedador

(ratón),que refleja la virulencia inherentede la cepainoculada(tricomonas).Esto puede

explicarlavariabilidaddelos indicesdepatogeniaindividuales,enlotesderatonesdeidéntico

sexoy edad,perocuyosnivelesde respuestainmunológicano sonidénticos.

El tratamientoestadísticoaplicadoen las experienciasrealizadasno esparámetrico

debidoa las exigentescondicionesquesedebencumplir:

1.- Independenciamuestral. Obtenidapor la asignaciónaleatoriade los sujetosdel

experimento,así como de las variables.Requiere,a su vez, que el tamañomuestralsea

suficientementegrande(n=30).
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2.- Normalidad de la distribución. Los valores muestralessiguen una función de

distribuciónnormal.

3.-Homogeneidadde lasvarianzasCalculadamedianteel estadísticoF,,.~,quesedefine

medianteun cocientede lasestimacionesde las varianzasmayory menorde los grupos.Si el

valor obtenidoesmenorque el valor tabulado,nadase oponea aceptarla hipótesisde la

homogeneidadde las varianzas.

Enlaprácticano siempresepuedencumplir todoslos requisitosde laspruebasy hemos

deacudiraunaseriedeprocedimientosenla estadísticano paramétricao delibredistribución

queno exigenque la distribuciónpoblacionaltengaunadeterminadaformaespecífica,ni que

susparámetroscumplanciertascondicionesrequeridasa laspruebasparamétricas.Seaconseja

acudira las pruebasno paramétricascuando:

a.- Sedesconocela distribuciónde la variableo se dudadel supuestode normalidad.

b.- La informaciónde la variablevienedadaenunaescalaordinalo nominal

c.- El númerode individuosmuestralesespequeno.

Deentrelos posiblestestno paramétricossehanutilizado:

- La pruebaU de Mann-Whitney.

Puedeconsiderarsecomo la pruebano paramétricamáspotente,paraprobarsi dos

muestrasindependientesse hantomadode la mismapoblacióny másenconcreto,si existen

diferenciassignificativasentrela tendenciacentralde laspoblacionesde origen.

Trasel cálculoestadísticode laU, análogoal realizadoenlat de Studentenlaspruebas

paramétricas,dichoresultadose comparacon el valor crítico dela Uon,teórico, siendon1 y

n2 los tamañosmuestralesde los gruposquesecomparan.
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Si U calculada>U teórica entoncesnadaseoponeen aceptarla hipótesisnula. Por el

contrario, si la U calculada =U teórica entoncesserechazala hipótesisnula, parael nivel de

significaciónpreviamenteseleccionado.

- El análisisde la varianzano paramétricao pruebaIt de Kruskal-Wallis.

El estadísticopruebala hipótesisde queK=2 distribucionesdepoblaciónde formano

especificadasonexactamenteiguales.Paracomprobarel contrasteIt sehareferidoala tabla

de ~2 alaqueseentraconel riesgoaquehayamosprefijadoy K- 1 gradosde libertad,siendo

K elnúmerode gruposqueintervienenenla investigación.Si It =Xk.k.í, seaceptala hipótesis
2

nula (las muestraspertenecena poblacionesidénticas).Si H’ > x «. k.1 se rechazarála
hipótesisnula.

Parael estudiode los parámetrosque componenel índice de patogeniase optó por

técnicasmultidimensionales,yaqueéstassonlasque mejorrespondenanuestrosobjetivos:

1. Conocerlasrelaciónexistenteentrelas variables(parámetros);

2. Analizar la dispersión de las observaciones(poniendo en evidencia posibles

agrupamientos),paradetectarlas variablesresponsablesde dichadispersión,y

3. Determinarsi setratade gruposdiferenciados,y, ental caso,determinarla variable,o

conjuntode variables,quemejordiscriminenentredichosgrupos.

Siguiendoa Judez(1989)como métodode análisis factorialseempleóel análisisde

componentesprincipalesy elanálisisdediscriminantesparalaidentificacióny clasificaciónde

los posiblesgruposdetectados.

El objetivo delanálisisde componentesprincipalesestransformarunamatriz de datos

(conjunto de observacionescon valores para una serie de variables estadísticas)para

caracterizarlas observacionesmedianteun pequeñonúmerode variablesno correlacionadas

entresí, quefacilite elanálisisde la estructurade la matrizde datos.
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Dicho de unamaneramásprecisa,el análisisde componentesprincipalespretende:

- Facilitarel estudiode lasrelacionesexistentesentrelas variables.

- Facilitarel análisisde la dispersiónde las observaciones(poniendoenevidencia

posiblesagrupamientos),detectandolas variablesque son responsablesde dicha

dispersión.

Encuantoal análisisdiscriminante,los objetivossepuedendividir endosgrupos:

1. Objetivos descriptivos. Tales objetivos se persiguencuando se desea una

representacióndelconjuntode lasobservacionesque permitaverificarsi seestárealmenteen

presenciade gruposbiendiferenciados,o bien,sepretendeencontrarla variableo conjunto

de variablesquemejordiscriminanalos grupospreestablecidosde observaciones.

2. Objetivosdecisionales.Cuandosetratade reclasificarciertasobservacionesde un

conjuntoinicial (enfunciónde unconjuntode variables),o bien,cuandosetieneporfinalidad

clasificarnuevasobservaciones(observacionesqueno estabanpresentesenelconjuntoinicial)

en uno de los gruposexistentes.

Finalmente, seha establecidoel criterio de Chauvenetparael rechazo de valores

atípicos.Serechazala observaciónen unamuestrade tamañon si sudesviaciónde la media

esmayorquela quecorrespondeaunaprobabilidadde 1 /2n. La aplicaciónreiteradade dicho

criterio puedeconducir fácilmente al rechazosucesivo de las observacionesextremas,

procedimientoque nuncadebeponerseen práctica.

La decisiónde rechazarunaobservacióndebebasarseenla experienciay no sin antes

realizarcuidadosasconsideracionesprevias.Es importantepercatarsede queal rechazaruna

observación,quizáseestádejandode lado informaciónsumamenteimportanteque podría

llevarnosa descubrirun factorquehastaesemomentono sehabíaconsiderado.

Noobstante,la complejidadquesuponeunmodeloexperimentalin vivoimplica quelos

resultadosesténsometidosaciertavariabilidad.El investigadordebereconocerla procedencia
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de dichavariabilidadparasacarlasconclusionesadecuadas.Un errordetipo técnico,la falta

de homogeneidadde los componentes...,puedenser la fuentede la variabilidady generar

interpretacionesdistorsionadasde los datosobtenidos.

El tamañomuestralessuficientementeelevadocomoparadetermmarlatendenciade la

población(n10).El índicede patogeniadelacepaesel resultadode la mediadelos índices

de patogeniaindividualesde cadaratón del lote; los valoresque cumplenel criterio de

Chauvenetsonexcluidos,yaqueseapartande formamuynotablede la media global.

Porejemplo,enlapruebasobreel índicedepatogeniade 71 vaginalisenlacepaderatón

BALB/c, segúnelmodelodeToyosmodificado,conun tiempode observaciónde 30 días, los

valoresobtenidosson: 0,0; 0,0; 36,0;42,0;42,0;40,0;50,0;46,0;38,0y 38,0. El criterio de

Chauvenetseñalaconvaloresatípicosambosceros.Pareceobvio, queestosratonesno sehan

infectadopor la circunstanciaquefuere y en modo algunosedebeconsiderarsuvalor al

establecerel índicede patogeniaglobal.

Los métodQsde cálculoaplicadosserecogenen el libro FundamentosdeEstadística

de CarlosM. Cu¿~4rasetal. (PromocionesPublicacionesUniversitarias.ed.)Barcelona,1984,

a excepciónde los análisis de componentesprincipalesy discriminanteque perteneceña

Técnicasdeanálisisde datos,nultidimensionalesdeLucinio Judez(MinisteriodeAgricultura

Pescay Aliment~qióncd.) Madrid, 1989.

Los~ysult~4osde las experienciashansido sometidosala aplicacióninformática

decálculoSPSS/PC+Rplgast6.1.3. dewindowsTM»átaIBM de MarijaJ. Norusis(1986).De

granutilidad pcv susisppflficadainterfasey granpotenciadecálculoquepermitetantotests

paramétricos~Q3flOno p~ram4tncos.
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GRÁFICA 4.1. Dinámica de crecimientoTrichomonasvagina/ls

4.1.2. Cribadofarmacológico¡ti vitro de productosde síntesis.

Enelmodelode cribadofarmacológico¡ti vitro frentea 71 vagina/ls,deformasintética

sepuededecir que los protozoosson cultivados a 37 0C (5% CO
2) en medio Diamond

modificadoy suplementadoconsueroequino(10%) y antibióticos(2%).El cultivo enmasa

obtenido seresiembraen tubos de ensayoa razónde 2 ml con 100.000 organismos/ini.

Transcurridas6 horas(en el inicio de la faseexponencialde crecimiento)se adicionanlos

compuestosdisueltosenDM50, en las concentracionesprevistas100, 10 y 1 gg/ml. Los

recuentosseefectúana las 24 y 48 horasde contactoconelproductode síntesismedianteel

hemocitómetrode Neubauery los resultadosseexpresanatravésde un índicede crecimiento

(ICPROD), y porcentajesde reducción(%R) y de actividadcitostática(%AC), segúnlas

expresionesmatemáticasrecogidasen el apartado3.2.1. de Materialy Métodos.

Enlas TABLAS 4.2. a4.8. se muestranlos resultadosdel cribadoflirmacológico de

tresseriesde productosde síntesisconpotencialactividadantiprotozoósica.Los compuestos

han sido sintetizadospor el equipode laDra. Ochoade Ocárizen el Instituto de Quñnica

Médica(C.S.I.C.).

0 24 48 72
HORAS
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Las series,cuyaestructuraquímicase recogeenel apartado3.1.4.1 de Material y

Métodos,esténcompuestaspor:

- SerieCP de Tieno(2,1)benzoy dibenzo(c,Otiazepinas5,5-dióxidos:15 productos

(TABLAS 4.2. /4.3.).

- Serieaminasacomplejadascon Cu2t 9 productos(TABLAS 4.4. / 4.5.).

- Seriede tiadiazinasdisustituidas:34 productos(TABLAS 4.6. / 4.8.).

A continuaciónde las determinacionesde 24 y 48 horasde cadaserie,serecogeun

comentarioacercade laactividadtricomonicidade los compuestosmássobresalientes.Enlas

tablasseexpresanlos índicesde crecimientodelproductoa lastresconcentracionesensayadas:

100, 10, 1 ~.ig/ml.Y además,alternativamente,el porcentajede reducción%R o entre

paréntesisla actividadcitostática(%AC), cuandono se reduceel n0 de organismoscon

respectoa los controles,peroseinhibeel crecimiento.Comoinformaciónadicionalserecoge

el índice de crecimientodel control (ICCONTROL) de cadaensayo,puestoque no todos los

compuestosde cadaserieseensayaronsimultáneamente.
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4.1.3. Cribado farmacológico¡ti v¡tro deproductosnaturalesfrenteaTrichomonasvagina/ls.

Nuestraintegraciónenel marcodelproyectoCYTED-D: IBEROEKA 003 (“Cribado

y aislamientode principios fannacológicamenteactivosde plantasiberoamericanas”)nosha

llevado a la aplicación del modelo in vitro frente a Trichomonasvagina/ls al cribado

farmacológico de extractos vegetales liofilizados propiedad de la empresaASAC

PharmaceuticalInternational.

No obstante,las concentracionesensayadassonsuperioresal tratarsede extractos

brutosde naturalezavegetal,enlos quesesuponequelos principiosactivosseencuentranen

pequeñasproporciones,siendo seleccionadoel rango 1000, 500, 100 pg/ml. Además,los

resultadosse expresanenporcentajede crecimiento (%C), en vezde en actividad citostática

(%AC), enfUnciónde lapotencialcapacidadde los extractosparaincrementarel crecimiento

del cultivo respectoa los controlesno tratados(moduladoresdelcrecimiento).

Los extractosvegetalessedenominanporun código de tresletrasvinculadoa la plantade

origen, salvaguardandosuidentidaden virtud de las patentesfarmacéuticas.

167































EXPERIENCIASY RESULTADOS

4.2. MODELO MURINO DE PATOGENIA EXPERIMENTAL

INTRAPERITONEAL DE 71 vagina/ls.

Paralelamenteal cribadofarmacológicoiii viti-o de 7’. vagina/ls,se ha procedidoala

evaluaciónde un modelo murino de tricomonosis.Paraello irilcialmente, se hanrealizado

estudiosmorfoanatómicosenratónparala identificacióny localizaciónde órganosde especial

interésenlos ensayosdepatogeniaexperimentalintraperitoneal,segúnlavaloracióndeToyos

(1974).En estesentido,cabedestacarla observacióndelpáncreas,órganoglobosode color

rosáceoenposiciónposteroventralrespectoalestómago,y del lóbulo de Spigelio,unade las

porcionesdelhígadomurinoensucaravisceralpróximo alestómago.Tambiénesconveniente

señalarla presenciadegangliosmesentéricosqueno debensercontUndidosconlas lesionesque

el agenteinfecciosopuedeocasionarenel peritoneo.

En general, es recomendableteneruna idea del aspecto(textura y color) de los

diferentesórganossanospara detectarlas alteraciones,si las hubiere,tras las infecciones

experimentales.Asimismo,esconvenienteadquirirladestrezanecesariaenlastécnicasbásicas

de disección.

El desarrollode estasexperienciaspreviashatenidolugarutilizandoratonessanoscuya

finalidadno eraespecíficamenteladescrita,siendoaprovechadostrassusacrificio,paralimitar

el usode los animalesde experimentaciónal necesariopararesolverlos objetivosplanteados

enelpresentetrabajo.

Enun principio, se realizaronensayospreliminaresdelmodeloexperimentalde Toyos

con cepasde 71 vag¡na/¡sautóctonasprocedentesde aislamientosobtenidosen estudios

epidemiológicos.De estamanera,lacepa12, de denominaciónpropia, fue utilizadaenvarias

pruebasde quimioterapia experimental¡ti vivo, siguiendo la metodologíay la tabla de

valoraciónde Toyosmodificada(Escario,1985).

Más tarde se propone la revisión de dicho modelo de patogenia,paralo cual se

seleccionaunacepade 71 vagltia/Isquecumplalos requisitosde elevadapatogenia,buenas
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condicionesdemantenimientoy estabilidad,ademásdeserreconocidacientíficamente.La cepa

elegidaes laC1-NIH procedentede la A.T.C.C. (segúnsejustifica en Material y Métodos).

La importanciade este diseño experimental radica en su proyección futura a tres

niveles,a saber:

~O La caracterizaciónpatogénicade aislamientosnaturalesde 71 vagitia/¡s, y,

2o.~ El cribadofarmacológico¡ti vIvo de productosde síntesisy extractosvegetales.

30•.. El estudiode la regulaciónde larespuestainmuneen la tricomosisexperimental

por inmunomoduladores.

Desdela perspectivade la revisión del modelo de Toyos (1974), que evalúa la

patogeniade 71 vagina/lsenfunciónde la mortalidady lesionesabdominalesprovocadasen

ratonesinfectadospor vía intraperitoneal,se han diseñadotresbloquesde experiencias

encaminadosa la selecciónde la cepade hospedador,duración de la infección e inóculo más

adecuadospara la cuantificaciónde la patogenia,de acuerdoa la secuenciaqueseresumea

continuación:

1” .- Determinaciónde la susceptibilidada laestirpeCl -MII de 71 vagina/lsde las

cepasde ratón:NIVIRI, CD-1,BALB/c y C57BL/1OJ.

2o.~ Seleccióndeltiempo de infección,entre15 y 30 días,que permitaun mayor

discernimientoenlas lesionesdesarrolladas.

3% Valoración, fijadas las variablesanteriores,del inóculo más favorable para el

establecimientodel parásito: 1 <Y, 5 x 106y 106 tricomonas/ratón,respectivamente.
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4.2.1.Selecciónde la estirpemurinay duraciónde la infección

En el estudio de las cepasde ratón, se hansometidoal modelo experimental dos

estirpesno consanguíneas(NMRI, CD-l) y dos consanguíneas(BALB/c y C57BL/lOJ),

desarrollandotodaslaspruebasen dostiemposde observación(15 y 30 días).

Tal diseñode investigaciónpermite,porunaparte,indicarla cepade hospedadormás

susceptiblea 71 vagina/ls, en el modelo propuesto,y por otra, el tiempo que favorezcala

mayordiscriminaciónde las lesionesen lanecropsiade losratonesintéctados.
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4.2.2.1.1. Análisis estadístico.

Paradeterminarsi las cepas deratón ensayadas presentanidénticasusceptibilidad

a la infección intraperitoneal con 71 vagina/ls, se deberealizarel pertinentetratamiento

estadístico.El tamaño muestral reducido y la distribuciónno normaldelosresultadosaconsejan

unaestimaciónde lavarianzano paramétricao pruebade Kruskal-Wallis.

En las pruebasdesarrolladasen un periodo de observaciónde 15 díasconlas cepas

murmasN?vliRI, CD-1, BALB/c y CS7BL/1OJ,los resultadossonlos siguientes:

Valor II’ (x2 de Kruskal-Wallis): 11,973

2 11,345x %3.

Nivel de significacion: p<OOí

De otraparte,los resultadosde dicho test estadísticoparalasexperienciasrealizadas

a30 díasserecogenacontinuación:

Valor II’ (x2 de Kruskal-Wallis): 18,670

XIs/o

3: 11,345

Nivel de signilicacion: p<O01

Dado que en amboscasosII’ > X
2

1%3, deberechazarse,con un riesgo «=1%, la

hipótesisde quelas cuatromuestrasfueronextraídasapartir de poblacionesidénticamente

distribuidas.Dichoenotrostérminos,no podemossostenerlahipótesisdequelascuatrocepas

presentenun índicede patogeniaestadísticamenteidéntico.

Todavezque seha aplicadola pruebade Kruskal-Wallis, seprecisacomprobarpor

parejasla prueba U de Mann-Whitneyparademostrarsidosvaloresmuestralesindependientes

sehantomadode la mismapoblación.En las tablas4.42.y 4.43.seexpresanlos resultadosde

dicho análisisestadísticoen los dosperiodosde observación, 15 y 30 días,respectivamente.
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TABLA 4.43. PruebaU de Mann-Whitney de los índices de patogeniadelmodelo

experimentalmodificadodeToyosenun periododeobservaciónde 15 días.

CEPAS NMRI ¡ CD -1 BALB/e ¡ CS7BL/1OJ

NMRI

CD - 1 33,5(p>O,OS)* -

BALB/c 9,5 (p’tO,O1) 11,5 (p’<O,Ol) -

CS7BL/1OJ 34,0(p>~O,OS)* 38,0 (p>0,05)* 14,0 (p<O,Ol) -

TABLA 4.44. PruebaU de Mann-Whitney de los índices de patogeniadelmodelo

experimentalmodificadodeToyosenunperíododeobservaciónde 30 días.

CEPAS II NMRI ¡ CD -1 ¡ BALB/e CS7BL/IOJ

NMRI

CD - 1 44,0(p>O,O5)* -

BALB/e 0,0 (p<O,OI) 0,0 (p<O,Ol) -

C57BL/1OJ 34,0(p>O,OS)* 38,0 (p>O,OS)* 0,0 (p”ZO,OI) -

A. Los valores indicados entre paréntesis corresponden nl nivel de significación aplicado en el test estadístico de Mann-Whitney.

E. El asterisco indica que, con un riesgo a = 5%, nada se opone para aceptar la hipótesis nula, esto es, las cepas señaladas presentan indices de

patogenia idénticos estadísticamente hablando.

Paradetermmarel tiempo óptimo de desarrolloexperimentalse han ensayadodos

periodosde observación:15 y 30 días. La pruebaU de Mann-Whitneypermitediscermrsi

existendiferenciassignificativasentrelos indicesdepatogeniadelos dosintervalosdetiempo

probadosparacadacepa.
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TABLA 4.45. Prueba U de Mann-Whitney de los índices de patogeniade cadacepaa dos

intervalosde tiempo 15 y 30 días.

CEPA JI u SIGNIFICACIÓN

BALB/c 34,5

CD-1 35,5 (p>O,O5)*

CS7BL/10J 42,0 (p>0,05)*

NMIU 38,5 (p>O,OS)*

A. Los valores indicados entre paréntesis corresponden al nivel de significación aplicado en el estadístico de Mann- Whitney.

B. El asterisco índica que, con un riesgo a 5%, nada se opone para aceptar la hipótesis nula, calo es, las cepas señaladas presentan índices de

patogenia idénticos estadisticamente hablando.

Enconclusión,segúnelanálisismatemático,los índicesde patogeniade cadacepano

difierensignificativamenteenlaspruebasdesarrolladasa 15 o 30 días.Losíndicesdepatogenia

resultantesde ambosperiodosno parecenserestadísticamentediferentesparala cepamás

susceptibleBALB/c, por lo que se recomienda15 díasparala evaluaciónde la inittcción

experimental.

4.2.2. Seleccióndel inóculo másfavorableparala infecciónintraperitoneal.

Habiendodespejadolasincógnitassobrelas dosvariablesiniciales,cepaderatónmás

susceptible(BAIB/c) y tiempodeobservación(15 días),se pretendeestablecerel inóculo más

favorableparaeldesarrollode lainfecciónintraperitoneal.La tabla4.42.1.muestralos índices

de patogeniaindividualesobtenidostraslainoculaciónde 106 T.vagitia/is/ratónenBALB/c y

15 díasde observación.Demaneraanáloga,lastablas4.42.2.y 4.43.3.indicanlosíndicesde

patogeniatrasidénticainoculaciónde 5 x 106 y 1 o~ 71vaginalis/ratón,respectivamente.Los

gráficos4.11.,4.12. y 4.13. representanlaestadísticade losparámetros,asícomo el índicede

patogeniaglobalparacadainóculo, siendofijas las variablesantedichas.
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4.2.2.2. Análisisestadístico.

Trasla seleccióndelacepamurinamássusceptibley eltiempoóptimodeobservación,

se procedea ensayardiferentesinóculosparaestablecerel másadecuadoen la infección

experimentalde 71 vagitia/is.

Los valoresde los índicesde patogeniaobtenidospor la inoculaciónde i0~, 5 x 106,

106 tricomonas/ratónen lacepaBALB/c sonsometidosa lapruebadeKruskal-WalIis:

Valor H (0 dcKruskal-Waflis): 14,030

2X 11,345

Nivel de signiitlcacion: p<O’Ol

DadoqueH’=x2
1.,~,entoncesnadaseoponeenrechazarla hipótesisnula,estoes,no

sepuedesostener,conun riesgocc= 1%,quelosvaloresmuestralespertenezcanapoblaciones

que se distribuyen de maneraidéntica.Enotros términos,los indicesdepatogeniade los tres

lotesno sonidénticosconel riesgoantesreferido.A continuaciónserealizanlaspruebasU de

Mann-Whitneyparadeterminarla independenciade los lotesporparejas.Los resultadosse

presentanenla tabla4.46.

TABLA 4.47. Prueba U de Mann-Whitney de los índicesde patogeniade los lotes

inoculadoscon i0~, 5 x 106 y 106 71v./ratónen BALB/c.

INÓCULO 10’ SxlO’ 10~

10’

5 x 10’ 23,5 (p>0,OS)*

1O~ 3,0 (p<0,01) 4,5 (pc:0,0l)

A. Los valores indicados entre paréntesis corresponden al nivel de significación aplicado en el estadístico de Mann- Whitney.
B. El asterisco indica que, con un riesgo a = 5%, nada se opone para aceptar la hipótesis nula, esto es, los índices de patogenia de los lotes
inoculados con 5 x 106 y 106 son idénlicos estadísticamente hablando.
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Por último, se verifica que las experiencias de infección intraperitoneal de 7’. vagina/ls

enBAIB/c enuntiempodeobservaciónde 15díassonhomogéneas,esdecirpresentaníndices

de patogenia estadísticamente idénticos. Unavez más se aplica lapruebaU deMann-Whitney

para comprobar sidos valores muestrales independientes se han tomado delamismapoblación.

El resultado de la aplicación delestadísticoseresumebrevemente:

U: 34,5 Nivel de significación: p>O,O5«

U108: 17,0

(*) El asteriscoindicaque,con un riesgoa= 5%,seaceptala hipótesisnula,estoes,las

pruebas realizadas a 15 días en la cepa BALB/c de ratón presentan índices de patogenia

idénticosestadísticamentehablando.

4.2.3. FOTOGRAFíAS.

Se presentan con un breve comentario, una muestra de las fotograflas más relevantes

de las infeccionesexperimentalesllevadasa cabo,que ilustran las lesionestípicasen dicho

modelo de patogenia.
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4.3. CRIBADO FARMACOLÓGICO IN VIVO

El modelode patogeniaexperimentalde 71 vaginalisactualizadohasido adaptadoal

cribado farmacológico de productos de síntesis.Brevemente,el protocolo de trabajo se

establece de formaqueratonesNMRI~1~ (10 ratones/lote)seinfectanintraperitonealmentecon

la cepa C1:NIH de 71 vagina/lsy son tratados por vía oral, consondabucofaríngea,con 6

dosis de 100 mg/Kg de los compuestos con potencial actividad tricomonicida. Los días de

tratamiento corresponden al: 30, 40, 50 80, 90 y 10” post-infección. Los productos de síntesis

seadministranencarboximetilcelulosa1%,enun volumende 0,3 ml/dosis.El tratamientocon

elproductode referencia(metronidazol)produceunacuracióndel 100%de laslesionesenun

protocoloquecontempla6 dosisde 25 mg/Kg de ratónen carboximetilcelulosa1%.

La actividadtricomonicidade los productosde síntesissevaloraen fruición de la

capacidadde reducciónde la mortalidady las lesionesabdominalesen los animalespor

comparación con un grupo control (no tratado).

Para la validación del modelo de cribado farmacológico in vivosehanutilizado cmco

productos de la serie de las tiadiazinas disustituidas, tres de los cuales manifestaron

previamente una actividad tricomonicida iti vitro destacable (lm, L-ld, D-lj), los otros dos

freron ensayados en ffinción de un criterio de disponibilidad (DL-íd y L-I i). Además del

ensayoconelproductode referencia(metronidazol).

Ninguno de los extractosvegetalespresentóuna actividad¡ti vitro interesante que

justificasesu paso a las pruebas¡ti vivo, o bien no estabadisponible. A continuaciónse

expresanentablaslavaloraciónde las lesionesy mortalidadde los grupostratadosy control.

Finalizandocon la representaciónenun gráfico de ambosresultados.

(1) Aún cuando del bloque anterior de resultados se desprende que la estispe BALBIc es la más susceptible a la infección, se eligieron ratones

NMRI, no consanguíneos, para efectvar las pruebas por razones económicas y de disponibilidad de un elevado número.
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TABLA 4.48. Valoración paramétrica de la eficacia fi vivo frente
tiadiazina lm. Datos del lote control (a) y tratado (b)

a)

. PARAME’I’ROS

a 71 vagitia/is de la

15

DÍAS

RATÓN M. L.A. P. B/p/E H(V). H(D). IP.

J

J

J

J

J

J

J

J

J

Jfl

0 0 6 8 2 4 20

0 0 6 8 2 6 22

0 0 6 10 6 6 28

0 0 10 10 2 6 28

0 0 8 8 2 4 22

0 0 4 6 2 4 16

0 0 8 lO 2 4 24

0 0 6 8 2 4 20

0 0 8 12 4 6 30

0 0 6 2 2 .1L

MEDIA 0,00 0,00 6,80 8,80 2,60 4,60 22,80

D.F. 0,00 0,00 1,69 1,69 1,35 1,35 4,63

b)

IM (100 mg/Kg ratón) PARAMETROS

15

DÍAS

[RATÓN M. LA P. BlP/E H(V). H(D).

1

1

1

1

1

1

1

1

1

10

0 0 0 4 0 2 6

0 0 4 8 2 0 14

0 0 6 4 2 2 14

0 0 0 6 0 0 6

0 0 2 2 8 4 16

0 0 2 0 0 4 6

0 0 4 2 0 0 6

0 0 4 8 0 4 16

0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 2 0 2

MEDIA 0,00 0,00 2,20 3,40 1,40 1,60 8,60

D.F. 0,00 0,00 2,20 3,13 2,50 1,84 5,89
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TABLA 4.49.Valoración paramétricade la eficacia ¡ti vivo frente a 71 vagina/ls de la

tiadiazinaL-ld. Datosdel lote control (a) y tratadoconL-Id (b).

a)

u
II

o o 4 6 2 6 20

o 0 6 8 4 6 24

o o 6 8 4 6 24

o o 4 ¡0 6 4 24

o o 6 10 6 4 26

o 0 6 12 4 4 26

0 0 4 12 2 2 20

o 0 4 8 2 4 18

MEDIA 0,00 0,60 5,00 8,20 4,00 4,40 22,20

b)

L-ld (100mg/Kg ratón) PARÁMETROS

15

OÍAS

RATÓN M. L.A. P. BlP/E HIN). H(D). IP.

J

J

J

J

J

J

J

J

J

Jft......

0 0 4 4 4 2 14

0 0 6 12 6 6 30

0 0 4 4 2 4 14

0 0 2 2 0 8 12

0 0 0 0 0 6 6

0 0 2 0 0 4 6

0 0 4 12 2 2 20

0 0 6 6 2 2 16

0 0 4 6 4 2 16

0 4 6 9 9

MEDIA 0,00 0,00 3,60 5,20 2,20 3,80 14,80

D.E. 0,00 0,00 1,84 4,24 1,99 2,20 6,88
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15

DÍAS

CONTROL

RATÓN

2

3

4

5

6

7

8

9

10

D.F.

M. LA.

o o

‘1o

0,00 1,35

PARAMETROS

P. BlP/E HIN). H(DI>.

6

4

o

1,05 3,46

2

R

2

6

2,11 1,58

it I.p.

10

lo

5,53
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TABLA 4.50. Valoración paramétrica de la eficacia in vivo frente a 71 vaginalis de la

tiadiazinaD-1j. Datosdellote control(a) y tratado(b).

a)

15

DÍAS

CONTROL

RAlÓN

2

3

4

5

6

7

8

9

lo

D.F.

fiu
o o 2 4 2 4 12

o o 4 8 2 4 18

o o 4 8 2 6 20

O O 4 4 2 8 18

o 0 4 10 2 8 24

o o 4 6 4 10 24

o o 4 4 2 10 20

o 0 4 4 2 4 14

MEDIA 0,00 0,00 3,78 6,00 2,23 6,67 18,67

b)

D-lj (100 mg/Kg ratón) PARAMETROS —

15

DÍAS

RATÓN M. L.A. P. BlP/E H(V). H(D). IP.

1

1

1

1

1

1

1

1

1fl

0 0 0 0 2 8 10

0 0 0 4 2 8 14

0 0 0 8 2 2 12

0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 6 6 ¡2

0 0 0 6 2 8 16

0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 4 2 8 14

0 2 2 9 8

MEDIA 0,00 0,00 0,20 2,40 1,80 4,80 9,20

D.F. 0,00 0,00 0,63 2,95 1,75 3,79 6,54
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PARÁMETROS

M. LA. P. B/P/E H(V). H(D>.

o

0,00

O

0,00

4

0,78

6

2,23

2

0,67

6

2,45

l.P.

18

4,00
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TABLA 4.51. Valoración paramétricade la eficacia iii vivo frente a 71 vagitia/is de la

tiadiazinaDL-íd. Datosdellote control(a) y tratado(b).

a)

15

DÍAS

CONTROL

RATÓN

2

3

4

5

6

7

8

9

lo

D.E.

u
II

o 0 2 4 2 4 12

o 0 4 8 2 4 18

o 0 4 8 2 6 20

0 0 4 4 2 8 18

o o 4 10 2 8 24

o o 4 6 4 ¡0 24

o o 4 4 2 lO 20

o o 4 4 2 4 ¡4

MEDIA 0,00 0,00 3,78 6,00 2,23 6,67 18,67

b)

DL-Id (101)mg/Kg ratón) PARÁMETROS H

H(D). u

15

DÍAS

RATON M. L.N P. BlP/E H(V).

~

~

~

~

~

~

~

~

~

~

0 0 0 8 2 8 18

0 0 6 4 2 6 ¡8

0 0 2 4 2 8 16

0 0 0 2 2 6 10

0 0 4 4 2 8 18

0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0

0 0 4 2 2 8 20

0 0 4 2 R ..............21L.............

MEDIA 0,00 0,00 2,30 3,40 1,40 5,20 ¡2,00

D.F. 0,00 0,00 4,45 2,84 0,97 3,68 8,74
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M. L.A.

o o

0,00 0,00

PARÁMETROS

P. BlP/E H(V). H(D).

4

0,78

6

2,23

2

0,67

6

2,45

u I.P.

18

4,00
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TABLA 4.52. Valoración paramétrica de la eficacia iii vivo frente a 71 vagitia/is de la

tiadiazinaL-li. Datosdellote control(a) y tratadoL-li (b).

a)

¡5

DÍAS

CONTROL

RATÓN

1

2

3

4

5

6

7

8

9

lo

D.F.

1
ji

6 2 10 12 6 8 44

o o ío 12 10 4 36

o o ío 12 8 8 38

0 0 4 12 8 6 30

0 0 4 12 8 8 32

o 0 8 ¡0 8 6 32

o o 12 8 8 12 40

0 6 10 ¡2 8 12 48

MEDIA 2,88 1,33 8,00 10,67 7,12 7,12 37,12

b)

L-Ii (100aig/Kg ratón) PARÁMETROS —

15

DÍAS

RATÓN M. LA P. fi/PIE H(V). H(D). LP.

1

1

1

1

1

1

1

1

10

14 4 4 4 4 2 32

14 2 8 12 6 6 48

6 0 10 12 8 8 44

6 0 8 12 8 10 44

0 0 6 10 8 4 28

0 0 6 12 8 8 34

0 0 8 10 6 4 28

0 0 10 12 10 12 44

0 0 8 12 8 10 38

- - -

MEDIA 4,44 0,66 7,56 10,67 7,34 7.12 37,78

D.F. 5,98 1,41 1,94 2,65 1,73 3,34 J[ 7,58
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M. L.A.

20 4

6,71 2,23

PARAMETROS

P. BlP/E HIN). H<D).

4

3,16

6

2,24

o o

2,85 3,76

ji l.P.

34

6,00
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44. PATOGENIAEXPERIMENTALDEAISLAMIENTOS AUTÓCTONOSDE

71 vagina/lsENEL MODELO MURINO.

Enel estudioepidemiológicosobreprevalenciadelatricomonosisenlaComunidadde

Madrid (1994-1996),realizadopor nuestroDepartamento,bajo la direcciónde los Dres.

GómezBarrio y EscarioGarcía-Trevijano,encolaboraciónconlos Centrosde Promociónde

la SaluddelAyuntamientode Madrid, serealizaron18 aislamientos.Teniendoencuentael

númerode muestrasprocesadas(1467),el índicede prevalenciaresultantefUe de un 1,23%

(RodríguezGallego,1995).

Posteriormente,sehanllevado acaboensayosparadeterminarel índicede patogenia

(atravésdel modeloexperimentalmurino)de los 18 aislamientosde 71 vagina/is,

EnfUnción del índicede patogenia(Tabla4.52)sehanclasificadoarbitrariamenteen

tresgrupos:

- Cepasdealtapatogenia(J.P.>40unidades).

- Cepasdemediapatogenia(I.P.:20-40unidades).

- Cepasde bajapatogenia(I.PX20 unidades).

Portanto,segúnestaclasificación,los 18 aislamientosde 71 vagina/is,obtenidosen los

CentrosdePromocióndela SaluddeMadrid, quedanagrupadostal comoserepresentaenlas

gráficas4.21 a4.23.

La aplicaciónde técnicasmultidimensionales,parala comparaciónentrelos valores

paramétricosde los distintosaislamientos,permiteconocerlasrelacionesentrelasvariablesdel

modelo experimentaly la dispersiónde las observaciones,poniendoen evidenciaposibles

agrupamientos(análisisestadísticode ComponentesPrincipales).Unavez establecidoslos

gruposbiendiferenciados,seprocedea determinarla variable,o conjunto de variables,que

mejordiscriminenentredichosgrupos(análisisestadísticode Discriminantes).
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TABLA 4.53. Valoresmediosde los parámetros, que definen el índice de patogenia.

ICEPA M ILA I~ IBíwEIWNOIH@)ILP.I
208 37,4~,42 1,80±1,47 10,00±0,00 12,00±0,00 7,80±1,98 5,80±3,04 74,80±5,51

1807 31,80±14,89 2,00±1,83 8,40±3,27 11,20+3,82 8,60+0,96 7,80±1,13 69,80±14,95

17 . 34,40±5,05 1,60±1,57 7,80±1,75 8,80±1,03 8,40+0,84 7,60±2,27 68,60±5,50

8232 12,20±11,90 2,60±1,6-4 9,60+1,26 10,20±2,57 8,40±2,63 7,60±3,09 50,60±12,18

3059 10,00±10,91 2,20±2.74 7,80±3,29 ¡0,40±2,06 7,00+3,16 6,60±3,09 44,00±18,43

S¡II 0,60±1,89 3,40±2,31 8,40±1,57 9,40±3,50 8,40±2,45 10,60+2,67 40,80±9,43

3569 11,00±14,30 2,60±2,11 5,80±3,93 9,00±2,70 6,40±2,95 5,20±3,29 40,00±27,57

1540 4,00±7,24 1,60±0,84 6,40±2,27 7,80±3,32 6,20±3,95 6,60±3,77 33,60±16,10

7 0,00±0,00 1,56+0,88 8,89±1,76 10,89±3,23 4,00±2,44 3,11+2,90 28,44+6,22

1232 0,00±0.00 0,22+0,63 6,67±3,58 7,33±2,67 7,33±1,68 4,00±1,57 25,56±7,49

1800 0,00±0,00 0,80±1,03 7,00+3,16 7,40±4,19 5,60+3.09 4,40+2,63 25,20±10,96

3558 0,00+0,00 0,00±0,00 5,80±1,34 6.20±0,63 2.80±1,39 4,20±0,63 17,60±4,59

13 2,60±8,22 0,00±0,00 3,60+1,57 5,00+1,41 4,00±0,00 2,00+0,00 17,20+8,22

7894 0,00±0,00 1,20+1,03 2,80±2,52 5,40±3,27 3,80±3,19 2,60±1,89 15,80+9,16

0,00±0,00 0,00+0,00 3,00±1,41 7,40±0,60 1,20+1,03 3,00+2,16 14,60+3,65

14 0,00+0,00 0,00±0,00 4,40+2,27 5,60±1,75 1,60±1,47 2,00±1,33 13,60±4,40

15 0,00±0,00 0,00±0,00 3,11+6,66 5,78±1,56 1,11±1,05 2,00±1,73 12,00±3,00

0,00±0,00 0,00+0,00 5,80±3,65 4,00±3,09 0,20±0,63 0,40±1,26 10,40±6,04

ABREVIATURA: M: Mortalidad.

Peritoneo.

LXV): Hígado visceral.

LA: Líquidoascítico.

BlP/E: Bazo/Páncreas/Estómago.

H(D): Hígadodiafragmático.

IP: Índicedepatogenia.
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TABLA 4.54. Análisis de componentesprincipales aplicado al modelo de patogenia

experimentalde 71 vagina/ls.

1.- Varianzaexplicadapor los distintosfactores.

Variable Factor Valor propio Porcentaje
devarianza

Porcentaje
acumulado

B/P/E 1 4,502 75,00 75,00

H(D) 2 0,655 10,99 86,00

H(V) 3 0,386 6,40 92,40

LA 4 0,229 3,80 96,20

M 5 0,121 2,00 98,20

P 6 0,105 1,80 100,00

2.- Correlaciónfactores-variables(soluciónconun tbctor,o solucióncondos
factores,sin rotación)

Variable

B/P/E

H(D)

H(V)

LA

M

1’

Factor 1

0,905

0,897

0,925

0,874

0,708

0,868

Factor2

0,100

-0,273

-0,069

-0,358

0,657

0,076

Según los cálculos realizados,es suficienteen principio con el primer factor para

analizar de forma adecuada la población estudiada. Este factor que puede denominarse /esiones

debidoa suelevada correlación (=87 %) con todas las variables querepresentanlesiones,

segúnse indicaen la Tabla4.54.2,permitiríadiferenciartrestiposde cepassegúnsu índice

patogeniaenel modeloexperimental.
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GRÁFICA 4.24.
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Determinacióndel número de factores a extraer en el Análisis de

ComponentesPrincipales:pruebagráficade los valorespropios.

Elsegundofhctor(quecontribuyeenlaexplicacióndel10,9%de lavarianzaobservada

enla población),presentaunaelevadacorrelaciónconlamortalidad(=66 %), comoserecoge

en la Tabla4.53.2.La representacióndelasvariablessegúnlosdosfactoresdevariaciónmás

importantespermiteexplicarqueelprimerthctoresdebido,fundamentalmente,a las lesiones

abdominales(factorlesiones)mientrasqueel segundofuctordependede lamortalidad(lictor

mortalidad),segúnapareceen la GRAFICA 4.25.

GRÁFICA 4.25. Distribuciónde las variablesen funciónde los lictoresde variaciónmás

importantes(Soluciónno rotada).
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TABLA 4.55. Resultadosdel Análisis Discrinnnante(muestrasde alta, media y baja
patogenia).

2.- Valorespromediode cadavariableencadagrupo:

GRUPO BPE H(D) H(V) LA

ALTA 10,34±1,16 7,67±1,63 8,10±0,60 2,26+ 0,65
MEDIA 8,48±1,50 4,66±1,32 5,91 + 1,23 1,35±0,90
BAJA 5,57±1,02 2,31±1,16 2,11±1,45 0,17±0,45

TOTAL 7,97±2,39 4,75±2,66 5,16±2,88 1,12±1,11

GRUPO M P

ALTA 21,07±15,36 8,66±0,93
MEDIA 3,00±4,80 6,95±1,17
BAJA 0,37±0,98 8,67±1,29

TOTAL 8,00±12,91 6,40±2,30

3.- Procedimiento seguidoen la seleccióngradualde variables:

Reglade selección:Minimizaciónde la Lambdade Wilks.
Nivel de toleranciamínimo 0,001

Funcionesdiscriminantescanónicas:
Númeromáximode funciones 2,000
Mínimo porcentajede varianzaacumulado 100,000
Significaciónmáximade laLambdade Wilks 1,000

Probabilidaddecadagrupoapnon 0,333

4.- FuncionesCanónicasDiscriminantes:

Función Valor propio Porcentajede Porcentaje Correlación
varianza acumulado canónica

1 25,35 96,91 96,91 0,98
2 0,80 3,09 100,00 0,67
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TABLA 4.55. Resultados del análisis discriminante (muestras de alta, media y baja patogenia).

5.-Correlaciónentrelasfuncionesdiscriminantesy lasvariables:

H(V) P RIP/E H(D) LA M

Función1 0,48* 0,37* 0,37* 0,36* 0,29* 0,20
Función2 -0,16 -0,11 -0,07 0,29 0,02 0,55*

*Indica lamayorcorrelaciónabsolutaentrecadavariabley cadafunción discriminante.

6.- Coeficientesde las funcionesdiscriminantescanónicasestandarizadas:

11(V) P BlP/E 11(D) LA M

Función1 0,71 0,72 0,44 0,34 0,22 0,21
Función2 -0,81 -0,02 -0,42 0,86 0,11 1,06

7.- Resultadodelprocesode clasificaciónrealizadoconel AnálisisDiscriminante

(muestrasde alta,mediay bajapatogenia).

Grupoactual N0 decasos Grupodepatogeniaenel que sonclasificados
Baja Media Alta

Alta 6 0,00 0,00 6,00

0,00 % 0,00 % 100,00%

Media 5 0,00 5,00 0,00
0,00 % 100,00 % 0,00 %

Baja 7 7,00 0,00 0,00
100,00% 0,00 % 0,00 %

Porcentajedemuestrascorrectamenteclasificadas:100,00%.

Enconclusión,apartirdelasvariablesestablecidasenelmodeloexperimentalsepuede

diseñarunafuncióncanónicadiscriminantecapazdeclasificarcorrectamente(100%)lascepas

aisladasenfunciónde la patogenia.
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4.5. INMUNOMODIJLACJÓN POR EXTRACTOS VEGETALES DE LA

RESPUESTAA LA INYECCIÓN INTRAPERITONEAL CON T. vaginalis.

4.5.1. Valoraciónde la necropsia

4.5.1.1.EfectoinmunomoduladordelextractoP. leucotomos

4.5.1.1.1.Selecciónde la dosis

Seha realizado,en principio, en ratonesNMRI, distribuidosen lotes de 10

animales,e infectadoscon 71 vaginalis (día0) segúnla metodologíadescritaenel apartado

3.2.2.2.deestamemoria.LaspautasdetratamientoconPAL ensayadashansido lassiguientes:

A) Preinfección

4 mg/Kg/día,los días-10 a O post-inoculación(pl.).

20 mg/Kg/día, los días -10a O post-inoculacion.

B) Post-infección

20 mg/Kg/día, los días3 a7 p.i.

20 mg/Kg/día,los días8 a 12 p.i.

En cadauna de las pruebasse dispusodel correspondientelote de control de la

infección,conel quesecomparanlos índicesde patogeniadelos lotestratadosmedianteel test

de laU de Mann-Whitney.

Una vez seleccionadala dosis de 20 mg/Kg/día, sepasaa comprobarsu efectoen

ratonesBALB/c, incluyendoun lote adicionalquerecibedosisde 40 mg/Kg/díaenel mismo

periodode tratamiento.

En las pruebasconsecutivascon fármacosde referencia se introducen lotes

experimentalestratadosconPAL que confirmandichadosisy pautadetratamiento.
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TABLA 4.59. Sinopsisdel índice de patogeniay significaciónestadísticaparael ensayode
mmunomodulaciónde PAL (4 mg/kg/día) en el modelo de patogenia
experimentalde 1. vaginalis.

ÍNDICE DE 1! U MANN-WHITNEY
PATOGENIA II

R±D.E. CONTROL PAL

CONTROL

39,33+ 8,06

PAL 4 mg/Kg/día

35,20+ 12,26 41,0 (p>O,OS)

TABLA 4.60.Sinopsisdel índicedepatogeniay significaciónestadísticaparael ensayode
rnmunomodu¡aciónde PAL (20 mg/kg/día) en el modelo de patogenia
experimentalde t. vaginalis.

ÍNDICEDEII U MANN-WHITNEY
PATOGENIA jj

1.R±D.E. CONTROL PAL

CONTROL
46,00±6,16

PAL 20 mg/Kg/día
35,60±10,36 23,5 (p<0,0S)
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TABLA 4.60.Valoraciónparamétricadelensayode ininunomodulacióndePALpos 1 (días3
a7 p.i.) Y PALpos2 (días8 a 12 p.i.) enel modelode patogeniaexperimental
de 7’. vaginalis.

CONTROL M. L.A. P. RIP/E. H(V). H<D>. IP.

RATÓN 1
2
3
4
6
6
7
8
9

10

14
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

1
1
1
1
1
1
1
1
1
10

12
12
10
10
8
8
12
10
10
8

6
6
6
6
6
6
6
6
6
6

8
8
8
8
8
8
8
8
8
8

40
32
24
26
26
a>
a>
26
26
34

MEDIA 1,40 0,00 5,40 10,00 7,20 5,60

DE. 4,43 0,00 2,12 1,63 1,03 1,26 479

PALpos 1 M. LA. P. RIPiE. H(V)¿ H(D). IP.

RATÓN 1
2
3
4
5
6

.7
8
9

.10

.

.

.
.0
.0
0
0
0
0
14

,

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

8
8
8
8
8
8
8
8
8
8

1
12
12
12
12
8
6
6
8
4

,

1
1
1
1
10
4
6
8
8
2

1
1
10
6,
6
10
4
2
2
4

24
28.
34
32
36
24.
20.
20
24
32

MEDIA 1,40 0,00 5,00 8,80 6,40 5,80 27,4)

DE 4,43 0,00 1,94 3,01 2,46 2,90 5,82

PALpos 2 M. L.A. P. RIP/E. HQI3. H(D>. IP.

RATÓN 1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

6
6
6
6
6
6
6
6
6
6.

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

1
1
1
1
1
1
1
1
1
10

12
10
12
12
8
6
10
10
8
12

10
íO
8.

.6
8
6
4
8
4
10

8
8
8
8
8
8
8
8
8
8

36
36
32
26
24
24
2)
33
28
46

MEDIA 1,80 0,00 5.00 10,00 7,40’ 6,20 33,40

DE. 2,90 0,00 2,71 2,11 2,32 2,20 7,82
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TABLA 4.62. Valoraciónparamétricadelensayodeinmunomodulaciónde PAL (20 mg/Kg/día)Y
PAL (40mg/Kg/día)enelmodelodepatogeniaexperimentalde71 vaginalis(RATÓN
BALB/c).

CONTROL M. L.A. P. BIRlE. HQ4 H(D) LP.

RATÓN 1 0 2 8 10 8 8 38
2 6 0 10 8 6 6 36
3 6 2 10 12 10 12 52
4 6 4 10 12 10 4 48
5 6 2 10 12 10 10 W
6 6 2 8 12 10 12 W
7 6 4 10 12 10 12 54
8 0 0 4 4 10 10 28
9 0 4 8 12 10 12 48

10 0 0 8 8 10 8 34
MEDIA 3,60 2,00 8,60 10,20 9,40 9,40 43,20

DE. 3,10 1,63 1,90 2,74 1,35 2,84

PAL 20 M. L.A. R RiPIE. HM. H(D). LP.

RATÓN 1 0 0 4 4 2 2 12
2 0 0 8 4 2 4 18
3 0 0 4 ,4 8 6 22
4 0 2 8 8 10 8 36
5 •0 0 4 4 2 12 22
6 0 0 4 4 ‘ 2 2 12
7 0 0 4 4 ‘2 4 14
8 0 0 8 6 8 8
9 0 0 6 4 2 4. . 16

10 0 0 6 6 .0 0 12

MEDIA 0,00 0,20 5,60 4,80 3,80 5,00 19,4)

DE. 0,00 0,83 1,84 1,40 3,46 3,56 8,22

,‘PAL4O M. LA P. RIPIE HM. H<D). IP

RATÓN? 1.0 0 8 8 - 6’’ ‘8 3)
2 0 0 6 8’ 6 %4 24
3 fl 4. 8 4 2.. 8. 26

4 4 0 . 2 4 4 2.’ ‘4 ‘. 16
5 0 0 4 4 , 2 .4... ‘.14
6 0 0.. 10 12. 10 ‘ 12 ‘44

.7 0 0 4 4 2~ 4. 14’
• 8.0. 0 6 6 .8 8 28

.9 ‘‘‘0’ 0 6 4 , 2. , 4, 16
10 0 2 .8 10 8 6 34

MEDIA 0,00 0,80 6,40 6,40 - 4,80 6,20 2489

DE 0,00 ‘“ 1,40 2,07 2,95 ‘ 3,16 ‘ .2,74’ 9,89
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4.5.1.2. Eficacia comparadadel extracto PAL con inmunomoduladoresde

referencia

Algunas de las experienciascuyos resultadosse recogena continuaciónse han

efectuadoenparaleloa las indicadasen el apartadoanterior,conel fin de poderutilizar el

mismocontrolde infección;esporello quelos resultadosdeestoslotesno tratadoscoinciden

exactamentecondatosyapresentados.

Además,como enel casoanterior,las pruebasseefectuaronen ratonesNMRI (10

animales/lote),recurriendoa BALB/c cuandohubodisponibilidad.

4.5.1.2.1. Inmunosupresores:Ciclofosfamida,azatioprinay tacrólimo(FK-506)

Para la observacióndel comportamientode los inmunosupresoresen el método

experimentalde 71 vaginal¡ssehanensayadociclofosfamida,azatioprinay tacrólimo(FK-506).

En el grupoexperimentaltratadocon ciclofosfamida,los ratonesNM’RI infectados

recibenunaúnicadosisdel inmunosupresorporvía intraperitonealde 100 mg/Kg.

Traselperiododeobservacióny necropsiaseconcluyequelos índicesdepatogenia

(1. P.) de los gruposCTRL-39,30+ 8,06-y ciclofostbniida(CPA) -28,89+ 6,50-presentan

diferenciasestadísticamentesignificativassegúnlapruebaU de Mann-Whitney.

Conflrmandoqueel tratamientoinmunosupresorconciclofosfanúdapareceproducir

una disminuciónde la mortalidady las lesionesabdominalesen los ratonesinfectados

intraperitonealmentepor 71 vaginalis.

Porotraparte,sehatratadoun lote de ratonesNMRJ infectadospor 7’. vaginaliscon

unadosisintraperitonealde 100 mg/Kg de azatioprinay otro lote conel tratamientodePAL

preinfecciónde 10 díasarazónde 20 mg/Kg/día.
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En dicho.ensayo,los 1. P. de los gruposPAL (20 mg/Kg/día) -35,60 + 10,30-y

azatioprina(100 mg/Kg/ldía) -37,00+ 7,61-presentaníndicesde patogeniaque difieren

significativamentedelLP. delcontrol-46,20+ 5,69- , no existiendodiferenciassignificativas

entreellos. De nuevo, el tratamientocon un mnmunosupresorcomo azatioprinareducela

mortalidady las lesionesintraperitonealesde los ratonesinfectadospor 71 vagina/ls.

Con la intención de obtenerun nuevo enfoque,que contribuya a comprenderla

secuenciade reaccionesinmunitariasdesencadenadastras la infección experimentalde 71

vagina/ls,sehautilizadoun inmunosupresorde trasplantes(FK-506).

El fármacodetrasplantesactúasuprimiendolasrespuestasmnmumtarias,tantoanivel

humoralcomo las mediadasporcélulas. Esteinmunosupresorimpide la activaciónde los

linfocitosT enrespuestaaestímulosmitogénicoso antigénicos.Siendo100vecesmáspotente

que la ciclosporinaen inhibir selectivamentela secreciónde diversostiposde citocinas(IL-2,

IL-3, IL-4, IL-6, IFN-y). Tambiénescapazdeinhibir laactivacióndelinfocitos B inducidapor

anticuerposperono lainducidaporcomponentesbacterianos.Asimismoprevienelageneración

de linfocitos citotóxicos.

Enel modelode patogeniaexperimentallos ratonesBALB/c recibenporvíaoral, con

sondabucogástrica,unadosisde 10 mg/Kg/díadurante10 díasde FK-506,procurandola

administraciónenestadode ayunas,paralo cual se les retiró el alimento al menos12 horas

antes.

Encuantoa ¡osresultados,los 1. P. delgrupoCTRL -53,14+ 16,80-y FK-506 -38,00

1 13,82-presentandiferenciassignificativas,segúnel estadísticodelaU de Mann-Whitney.
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TABLA 4.64.Valoración paramétricadel ensayode inmunomodulaciónde ciclofosfamida(100
mg/kg/día)en el modelode patogeniaexperimentalde 7’. vaginalis.

CONTROL M. LA P. 8./P/E. H(V). H(D). LP.

RATÓN 1 0 0 6 12 6 8 32
2 0 4 10 12 10 8 44
3 0 0 8 12 8 6 34
4 0 0 8 12 10 12 42
5 0 0 6 12 4 4 26
6 0 0 8 12 10 8 38
7 14 2 8 12 4 2 42
8 14 0 10 8 8 2 42
9 14 2 8 10 8 12 54

10 - - - - - - -

MEDIA 4,67 0,89 8,00 11,33 756 6,89

DE. 7,00 1,45 1,41 1,41 2,40 3,76

OPA M. L.A. P. B.IP.IE. H04 .. H(D). . . IP.

RATÓN 1 0 0 4 8 8 8 26
2 0 0 4 10 ‘ 10 4 28
3 0 0 4 10 8 6 28
4 0 0 4 8 6 2 20
5 0 0 8 12 8 6 34
6 0 0 4 6 6 6 22
7 0 4 10 8 8 8 36
8 0 0 4 8 6 6’ 24
9 0’ 0 10 10 ‘ .8 10 38

- lo

MEDIA 0,00 0,44 5,78 8,89 7,56 6,22 26,89

D.E. 0,00 1,33 2,73 1,76 1,33 2,33 6,577

TABLA 4.65. Sinopsis del índice de patogenia y significación estadística para el ensayo de

inmunomodulación de ciclofosfamida (100 mg/kg/día) en el modelo de

patogenia experimental de 71 vaginalis.

ÍNDICE DE U MANN-WHITNEY
PATOGENIA

~ ±D.E. CONTROL [ CICLOFOSFAMIDA ¡

CONTROL
39,33+ 8,06

CICLOFOSFAMIDA
28,89+ 6,56 12,5 (p<O,OS)
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TABLA 4.66.Valoración paramétricadel ensayo de inmunomodulaciónde azatioprina(100
mg/kg/día) y pal (20 mg/kg/día) en el modelo de patogeniaexperimentalde 7’.
vagina/ls.

CONTROL M LA. P. E/PIE H(\O H(D) IP.

RATÓN 1 26 4 10 4 4 2 5)
2 26 4 10 2 4 0 46
3 14 2 10 12 8 8 54
4 14 8 6 4 2 2 34
5 14 6 10 12 6 4 52
6 14 4 8 12 6 4 48
7 6 0 10 12 8 8 44
8 0 2 10 12 8 8 4)
9 0 4 10 12 10 lO 46

10 - - - - - . -

MEDIA . 12,67 3,56 9,33 9,11 6,22 5,11 46,00

DE. 9,54 1,94 1,41 4,37 2,54 3,48 6,16

AZA M . LA. RIPIE H(V) 1-1(D) . Y
y , .

RATCN~41 0 » 4 0 2 4 46
2’>32 2 . 4 10 6 10 32

>3 26 4. ‘10 4u . 2 0 46
4 i4 4 8 8 4 2 40
5 .6 . .4 6. . & - 12. 8 12, 50
.6 .6 . <2 ‘V’’ ‘ 10’ ... 12 ‘~6 6 .42’’
7, 6- , 2 10 ‘ 12 6 44
8. 0 6 i12 ‘10. “‘. 6>’,, .8 ‘~ 42
9 .0 %2 8. 10 8 , 8 36

,.10 0 .2’ .6 10,.. .8 .12, 38.
.11’ ‘O’ ,0 4 6 6 12 28

12 0 0’ 4 4 6 8 22

MEDIA 750 267 7.33 8,17 567 750 36,83

287.,DE A099 178 ,~ 3,86, 206 392 ,8,16
<~- c -

.~-j(4” s~4”’ ~ ~ 4 “ r’#’ A, , .. A4~y’:’’< ..,)‘,,J’’,.(‘‘~ ~VI~’’ ~ ~ ,

~ ~ . I=~.B/?(~ 4, ~¿-~ “‘$k’.PAL204t2’.4t\t M ~ g.. ‘-
RAJÓN 2~ 14t.~o~ttt~4< .6 2(41 iYk’Jv’-’V 2, <2

4 ~t~’ .<‘ ‘32/”y44 10\~ \t a~ AO> ~< 6 4 ‘~>

~ ,.,..‘d
4$tt’’2~<-’- c ,~y’’ t’’’’~.~ ‘-‘

4:j’t~’<t~ , 44
‘“y’,•.~,,., - 4..,~ — 10 t’” ~2. Y’,; “Q’~6”g<’~’S’: ~ 2’ ,.~“‘

~k¼6. ~w’~ ‘‘4’~ 10 ,»,l2t<”t’’,6’~.., 6 4’~.46J
1s24 ,4~’ >.8 Á~t

8,~y’~” ->6

‘~ s””’t6.”4’”-’~4
~W”>~’ ~st=:o4;’tY*2.’~o~t.. ,>.t ,t«

4r:í0 ,>t’&8s.¡-.4>~>..~8. t’,’y.-’-----,’zg’~ “Á%’8~ r~;<”’¿.~é4 ‘<I~1V
~ío .~ .~‘o Útf,o .:“:ti’40 ~ ,‘ ~‘k- ~ ‘~ t<.~tS4’<, U-fl~ »‘2~~’

800 X y”’ ‘‘“ ,. ~>#‘-‘MEDIA’ t>~. ~ ~~200 ‘ 880’ ‘t ~ >‘‘>‘

-~ ¿4$» ¿ “>270” >,k’1’89 ~“½42,Th~”’t<iktsid~vi~ 89 267 -y*<-~‘«“~ ‘~k >~. y; <=.3”V <‘Á’v> .x’.’>w,4Z¿2,6~’4ft
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TABLA 4.69. Sinopsisdelíndice depatogeniay significaciónestadísticaparael ensayode
inmunomodulaciónde FK-506 (10 mg/kg/día)en el modelo de patogenia
experimental de 71 vaginalis (RATONESBALB/c).

U MANN-WHITNEYINDICE DE
PATOGENIA J________________

±D.E. ]¡ CONTROL FK-506

CONTROL
53,14+ 16,80

FK-506
38,00+ 13,82 9,0 (p-c:O,OS)
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4.5.1.2.2. Inmunoestimulantes: Inmunoferón y timoestimulina

Tras el comportamientodel modelo experimentalde patogeniaen presenciade

inmunosupresores,sehanintroducidoenel sistemadosagentesinmunoestimulantescomoson

rnmunoferón y timoestimulina.

Así, sehaobservadoquelos ratonesNIvIRI infectadospor 7’. vagina/lsy tratadoscon

inmunoferónarazónde 13 mg/Kg/díaporvíaintraperitoneal(i. p.) durante10díaspresentan

un mcrementosustancialen la mortalidady lesionesabdominalesrespectoa los ratones

control..

Segúnelbaremo,el 1. P. del lote tratadocon inmunoferón-53,80+ 6,82-presentan

diferencias estadísticamente significativasrespectoal control-47,11+ 1,45-.

Posteriormente,se ensaya en ratones NMRI infectados un tratamiento de

timoestimulinaen unadosisde 24 mg/Kg/díaconunapautade infecciónde 5 días y lahabitual

delextractoPAL (20 mg/Kg/día) durantelos 10 díaspreviosa la inttcción.

Los 1. P. de los gruposCTRL -43,60+ 5,79- y TP-1 -47,75+4,20-no presentan

diferenciassignificativas.Sin embargo,el grupoPAL -34,60+3,65-difiere significativamente

de los 1. P. de los gruposanteriores.

Finalmente,seha evaluadoen ratonesBALB/c, siguiendoel modelo experimental

antecedente,el efectode un tratamientodetimoestimulina(24mg/Kg/día)durante5 días. Los

resultadosindicanqueel1. P. delos gruposPAL -20,00±9,66-difieremuy significativamente

dell.P.delcontrol-43,20+ 8,90-y delTP-I -35,60+ 8,15-.Asimismo,los LP. de los grupos

TP-1 y controlno presentandiferenciassignificativas.

En amboscasos,por tanto, la timoestimulinano presentaun efecto aparenteenla

mortalidady laslesionesde los ratonesinfectadospor 71 vaginal¡s.Porcontra,PAL mantiene

sueficaciaen la disminuciónde los 1. P. dellote tratado respectoal control.
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TABLA 4.71. Sinopsisdel índicede patogeniay significaciónestadísticaparael ensayode
inmunomodulacióndeinmunoferón(1,30mg/kg/día)enelmodelodepatogenia
experimentalde 7’. vagina/ls.

ÍNDICE DE U MANN-WHITNEY
PATOGENIA II -_________________

CONTROL J I’NMUNOFERÓN

CONTROL
47,11±1,45

INMUNOFERON
53,80+ 5,57 16,5 (p<0,05)
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TABLA 4.72. Valoración paramétricadel ensayode inmunomodulaciónde timoestimulina(24

mg/kg/día)en el modelode patogeniaexperimentalde 7’. vaginalis.

CONTROL M LA P. Blp/E H(V) H(D) I.P.

RATÓN 1 14 2 8 6 4 4 38
2 14 4 10 12 8 10
3 14 2 6 8 8 6 44
4 6 6 6 8 8 12 46
5 6 0 8 10 8 8 40
6 6 0 10 12 8 8 44
7 0 0 10 12 10 8 40
8 0 4 8 12 10 10 44
9 0 2 10 10 8 8 38

10 0 0 10 12 10 10 42

MEDIA 6,00 2,00 8,60 10,20 8,20 8,40 48,4)

D.F. 6,11 2,11 1,65 2,20 1,75 2,27 5,82

TP-1 M LA. P. B/P/E HQ~ . H<D) I.P

RATÓN 1 14 0 10 10 8 12 54
2 .6 0 10 12 10~ 10 48
3 6 2 8 12 8 8 44
4 6 0 10 12 10 12 50
5 6 0 10 12 10 10 48
6 6 0 10 12 10. 10 48
7 6 2 8 12 ‘ 10 12 5)
8.0 4 8 8 8 8 36

.9 0 0 6 12 10 12 ‘40
10

MEDIA 5,56 089 6,89 11,33 9,33 10,44 46,44

DE. 4,10 1,45 145 1,41 1,00 1,67

PAL2O’ ~.M LA. P. Blp/E H(~ H(D> ‘ LP.

RATÓNI .14 ‘ 0 6 2 ‘‘2 4’’ 26
.2 6.’ 0 8 8 6 . 6 34

3.6 0 8 8 6 .6- 34
4 6 0 8 10 -‘4 - 6’’ 341

‘5 6 0 10 8 4’. 6’ 34
6 8 . , 0 .6 10 10 6’ 38
7 6 0 10 10 8 - 8’ 42
8 0 ‘ O 8 ‘ 12 10 6’ 36

y ~ 0 .0 6 10 ‘ .8< 8 32 y
10 0 0 8 10 8 8’ 34

-MEDIA 5,00 0,00 . 7,80 8,80 - 6,60’ 6,40 y

DE 4,24 ‘ . 0,00 1,48 2,70 . ‘2,67 1,26 3,66
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TABLA 4.74.Valoración paramétricadel ensayode inmunomodulaciónde timoestimulina(24
mg/kg/día)y pal (20mg/kg/día)enelmodelodepatogeniaexperimentalde7’. vagina/ls
(RATÓN BALB/c).

CONTROL M. LA. P. 6./PIE. H(~. H(D). IP.

RATÓN 1 0 2 8 10 8 8 36
2 6 0 10 8 6 8 36
3 6 2 10 12 10 12 52
4 6 4 10 12 10 4 46
5 6 2 10 12 10 10 Sl
6 6 2 8 12 10 12 50
7 6 4 10 12 10 12 64
8 0 0 4 4 10 10 26
9 0 4 8 12 10 12 46

10 0 0 8 8 10 8 34

MEDIA 3,60 2,00 8,60 10,20 9,40 9,40 43,20

DE. 3,10 1,83 1,90 2,74 1,35 2,84

TP-1 M LA. P. 6/P/E. HC\O. H(D). IP. -

RATÓN 1 0 0 6 10- 10 8 34
2 0 0 6 8 4 6 24
3 6 4 10 12 10 10 52’
4 0 0 8 & 10 8 34
5 0 2 10 6 . 2 . 4 24
6 0 2 10 10 10 .10 42
7 0 0 10 10 10 8 36
8 0 2 8 12 10 4 36
9 0 0 10 12 10 6 38

10 0 0 8 8 - 10 8 34-

MEDIA 0,60 1,00 8,60 9,80 8,60 ‘ 7,20

D.F. 1,90 1,41 1,65 2,07 2,99 2,15 8,15

PAL 20 . M. ‘ L.A. P. Blp/E. HM H<D>.” LP. -

RATÓN 1 0 0 4 4 2 - 2 -12
2 0 - 0 8 4 2 4 18

y 3 0 0 4 4 - 8~ 6 22,
4 0 2 8 8 10’ ‘ 8 36

— 5 ,0 0 4 4 , 2 - 12- 22
6 0 0 4 4 ‘2 ‘2 12
7 0 ‘ 0 4 4. ‘2 4 14~
8 0 ‘ 0 8 6 .8 8’ 3)

- 9 0 0 6 4. 2 4 16
10 0 0 6 6 0 0 -12 -

MEDIA 0,00 , 0,20 5,60 4,80 3,80 5,00 19,4)

D.E 0,00 - - 0,63 1,84 1,40 . 3,46 - 3,56 8,221
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4.5.1.2.3. Antiinflamatoriosno esteroideos:Piroxicamy Metamizol

En ordena identificar la naturalezae las lesionesabdominales,fUndamentalmente

presentesen el hígado,bazo, estómagoy páncreas,se han introducido en el modelo de

patogeniaexperimentaldosantiinflamatoriosno esteroideos(AINEs) como piroxicam y

metanuzol.

Enla primeraexperienciaconAINEsseintroduceuntratamientodepiroxicamporvía

oral,consondabucofaríngea,arazónde 10 mg/Kg/díaenun periodode 10 días.Incorporando,

además,un lote tratadoconPAL porvía intraperitonealen la concentración habitualde 20

mg/Kg/díadurantelos 10 díaspreviosa la infección.

El 1. P. del grupoCTRL -25,11+ 2,84-presentadiferenciassignificativasrespectoa

los índicesde patogeniade los lotesPAL -19,56+ 10,95-y piroxicam-21,60+ 2,63-, sin

embargo,no existendiferenciassignificativasentrelos 1. P. de los dosúltimos lotesentresí.

FELDENE® (piroxicam) quetiene propiedadesanalgésicasy antipiréticas.También

actúaendiversospuntosde la respuestainflamatoriae inmunitariacomola inhibición de la

síntesisde prostanoides,incluidas prostaglandinas,por inhibición reversiblede la enzima

ciclooxigenasa.,inhibición de la agregaciónneutrofilica e inhibición de la migración de

polimorfonuclearesy monocitosde lazonainflamada.

El efectodelantiinflamatoriorepercuteen laslesiónesprovocadasen latricomonosis

experimental,así los ratonestratadosconpiroxicammuestraun descensosignificativo enla

valoraciónmediadelaslesionesabdominales.Porsuparte,elextractoPAL siguepresentando,

no obstante,un efectoinmunomoduladormásaparentesobreel conjuntode las lesionesensu

lote.
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Enlasegundaexperienciacon ATNEs, sehanestablecidotreslotesde ratonesBALB/c,

uno de ellos recibe el tratamientohabitual de PAL (20 mg/Kg/día), el otro recibe un

tratamientode metamizol(274,87mg/Kg/día)ambosporvía intraperitonealdurantelos 10

díaspreviosa la infeccióny el terceroqueno recibetratamiento(grupocontrol).

El 1. P. de los gruposPAL -40,80+ 5,09- y metamizol-48,20+ 9,13- difierenmuy

significativamentedel grupoCTRL -56,60+ 9,93-; aunqueno entresí.

Al contrastadoefectodelextractonaturalPAL, seuneladisminuciónenelIP.dellote

tratadoconmetamizol,probablementedebidoalmecanismoinhibidor dela ciclooxigenasa,que

repercuteenlaproduccióndeprostaglandinas,disminuciónde laIL-4, IL-6, aumentode laIL-

10 (citocinaantiinflamatoria)y descensodelainfiltración leucocitaria,hipersensibilidadtardía,

y neutrofihia.

Nóteseque la cepade ratónes BALB/c, que presentamayor susceptibilidada la

infecciónexperimentalpor Trichomonasvagina/ls, lo quepaliael efectoinmunomodulador

observabletrasel tratamientodelextractovegetalPAL.

La dosisque sehaensayadode metamizolperteneceaunacomunicaciónoral, enel

XXXII Congresode laSociedadEuropeade InvestigaciónQuirúrgicaenCorfú (Grecia),de

García-Álvarezet aL (1997)que analizalos tratamientosinmunomoduladoresde Metamizol

y SAMet en sepsisquirúrgicas en ratas. Nuestra pretensión última en la experiencia

desarrollada es poner demanifiestolacapacidadinmunomoduladorademetamizolenelmodelo

experimentaldeTrichomonas vagina/ls paraverificarlabondadde dichomodeloenel estudio

de agentesquemodificanla respuestainmunitaria.

En la terceraexperiencia,nuevamenteen ratonesNMRI, se ha evaluadoel efecto

sinérgicodePAL (20 mg/Kg/día) + metamizol(274,87mg/Kg/día)en un tratamientoi. p.

previo a la infección por 7’. vagina/ls de 10 días. En la necropsia,el I.P. de los grupos

experimentalescontrol -55,50+ 9,30- y PAL±metamizol-49,60+15,04- no presentan

diferenciasestadísticamentesignificativas. Considerandola capacidadindividual de cada
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producto para disminuir las lesiones de tipo inflamatorio, parececontradictorio que la

administración conjuntacarezcade efectossinérgicos.

TABLA 4.76.Valoraciónparamétricadel ensayode inmunomodulaciónde piroxicam(10
mg/Kg/día)Y PAL
7’. vagina/ls.

(20mg/Kg/día)enelmodelode patogeniaexperimentalde

CONTROL M. L.A. 1’. E/PIE. HM. H(D). IP.

RATÓN 1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

0
0
0
0
0
0
0
0
0

6
6
6
6
6
6
6
6
6

12
8
6
6
8
6
6
6
6

4 8 33
4 8 26
4 8 24
4 4 20
4 8 26
4 10 28
4 6 24
4 8 24
4 8 24

MEDIA 0,00 0,00 6,44 7,11 4,00 7,56 28,11

D.F. 0,00 0,00 0,88 2,03 0,00 1,67 2,85

pIROXICAM M. LA. P. E/PIE HM. H<D>. IP.

RATÓN 1
2
3
-4

- .5
-6
7
8
-9

- .10..

0
0
0-
0 y
0
0
0
0 -
0 ‘
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

1
1
1
1

10
8
8
8
6
6

10
4
8
8
6
6
8
8
8
10

2 4 24
2 4 16
2 8 22
2 4 22

‘‘4 6 26
2 4 20
2 4 22

. 2 4 22 -
4 ‘4 20

“2 ‘.4 22

MEDIA Q,00 0,20 7,00 7,40 2,40 - 4,60 21%)

DE 0,00 0,63 1,70 1,90 0,84 1,35 2,e3

HM. H(D). LP

2 4~ 22
- .2M -‘ 4~. ‘18 4

kA ,.20
‘2 6., 18

.2 - 4~ 16
2 ~-‘ 20.

‘2<. fl2 - 6 , 20’
2’ - 6. 20

PAL2O M. LA. P. B/P/E

IRATÓN 1
2
3
4

1~
.6
7

~,9
10

- MEDIA

0-
~
0’

-0..
-
0
0

0’0’’”
0 -

0
0
0’
0

0
0<

0
0

.

.
.

.4

4
6

.88
8

.

4
4
4
4

4
4

44
4

0,00 0,00 6,67 6,22 2,00 4,67 19,56

DE 0,00 0,00 1,73 1,56’ ‘0,00 1,00 1.94
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TABLA 4J9. Sinopsisdel índice de patogeniay significaciónestadísticaparael ensayode
inmunomodulaciónde PALpre + METAMIZOL (274,87mg/Kg/día) en el
modelode patogeniaexperimentalde 71 vagina/ls.

ÍNDICE DE II U MANN-WHITNEY
PATOGENIA II

±D.E. CONTROL PAL + MET

CONTROL
55,50±9,30

PAL 20±METAIvIIZOL
49,60+ 15,04 33,0 (p>0,05)
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TABLA 4.80. Valoración paramétrica del ensayo de inmunomodulación de metamizol (274,98

mg/kg/día) y PAL (20 mg/Kg/día) en el modelo de patogenia experimental de
71 vaginalis.

CONTROL M. LA. P. 8./PIE. H(V). H<D>. LP.

RATÓN 1 50 2 8 8 2 2 72
2 38 2 10 12 6 8 76
3 20 0 10 12 4 6 52
4 20 2 10 12 6 8 58
5 14 0 10 12 8 10 54
6 14 2 10 12 4 4 46
7 14 2 10 12 6 8 52
8 14 2 10 12 4 8 50
9 14 0 10 12 8 8 52

10 14 0 10 12 8 12 56

MEDIA 21,20 1,20 9,80 11.60 5,60 7,40 56%)

D.F. 12,59 1,03 0,63 1,26 2,07 2,84 9,67

PAL 20 . M. LA. 1’. ‘ 6./PIE. 1-1(V). H(D). IP. -

RATÓN.1 ‘20 2 10 8 0 4, 44
2 20 2 10 12 0 - 4 46~
3 14 4 .10 12 ‘2 4 46
4 14’ 0 8 12 4 - 6 44-
5’ 8 0 10 12 4. 4 38
6 8 4 8 10 2 4 36

-7 ‘6 0 10 12 - 4 2- 34
8 6 0 10 12’ ‘ - 6 6 40
9. 6 0 10 12 8 8 44-

10 6 2 10 12 4 0 34

MEDIA 10,80 - 1,40 9,60 11,40 3,40 - 4,20 40,50

DE. 5,75 1,65 0,84 1,35 2,50 2,20

METAMIZOL M. LA. P. - 8./P/E. - 1-1(V). H(D).. IP

IRATÓN 1 32 2 10 - 12 - 6... 6 66
.2 .20’: 4 í0 12 ~2 2’ -
3 14’ 2 8 12 ,‘ 8 - 8 52
414’. 4 10. 12 - 6 - 8 . 54 4
5. ‘-8 2 10 12 4’--- 8 44.

y 6 &.~ 2. 10. 12 <6- ‘6. ‘44
7,6’” 0 8 12’ 6:’ 6 «‘38
8 6 2 8 12 8’ 8. 44
9 6 2 10 12 y 6 4 4)

10 - - - - - -‘ - ‘ -

MEDIA 12,67 . - 2,22 9.33 12,00 - ‘ - 5,78 - 6,22 48,22

DE. 8,72 - 1,20 1,00 0,00 1,86 2,11’ - 9,13
y—
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4.5.1.2.4. Otros: DIFUR, S-Amety saponinasde Q. saponaria

Paracompletarlacomprensióndelescenarioinmunológicogeneradotras la infección

experimentalde 7’. vagina/ls se han ensayadootros productoscon potencial actividad

inmunomoduladora.

Así, inicialmente, se ha realizado un estudio comparativo de la capacidad

inmunomoduladorade dosextractos,en teoría,de idénticaprocedencianatural.

Por un lado, el extracto bruto PAL de Polypodium leucotonios (A.S.A.C

PharmaceuticalInternationalATE) y, porotro, el fármacoDIFIJR® (extractode Polypodium

leucotomos,según1. F. CantabriaS.A.) se evalúan frente al modelo experimentalde

tricomonosismtraperitoneal.

En cuantoa los resultadosen la cepade ratónNMRI, cli. P. dcl lote tratadocon

DIFUR -46,44+ 12,64-presentadiferenciasestadísticamentesignificativasrespectoal del

grupo control(CTRL) -34,88+ 9,98-,y tambiénPAL -29,80+ 9,11-.Sin embargo,losI.P.

de los gruposcontrol y PAL no presentandiferenciasestadísticamentesignificativasentresí

(aunqueseseñalalamismatendenciaqueen las experienciasprecedentes).

A continuación,seha evaluadola incidenciadel fármacoS-Amet(16,80mg/Kg/día)

enratonesNMAI tratadosdurantelos 10 díaspreviosala infecciónexperimental.Losgrupos

experimentalescontrol -55,50+ 9,30- y S-Amet -44,40+ 12,95-no presentandiferencias

estadisticamentesignificativasparaunnivel de confianzadel 5%. Sedestacaespecialmenteel

nivelde confianza,ya quepara6,8%existendiferenciassignificativasentrelos gruposcontrol

y S-AMET.

Parafinalizar, seha contrastadola naturalezaadyuvantede un extracto bruto de

saponinas de Quillaja saponariay sucapacidadparapotenciarla modul4ciónde la respuesta

mmuultari~nelmodelodepatogeniaexperimentalde 7’. vagina/lsenp*esenciao ausenciadel

extractoPAL.
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No obstante,uno de los hechosa teneren cuentaen estaexperienciaesla elevada

mortalidadqueseproducepor laadministraciónoral del extractobruto de saponinas.Para

paliarestacircunstanciasehanensayadodostratamientosde 400 y 200 mg/Kg/díadurante3

días (-10, -5 y O post-inoculación).En los lotes tratadoscon la mayor concentraciónde

saponinas(SPNl)o sinérgicamentecon PAL (PAL + SPNI) el porcentajede mortalidadde

los ratonesinfectadoscon 71 vaginalisesaproximadamentedel40 %. Si bien, la dosisde400

mg/Kg/díapareceencontrarseen el margende inocuidadparalos extractospurificadosde

Qul//ajasaponaria,estono esasíparaunextractobruto.Lamortalidadqueaquísecomputa

espreviaa la infecciónexperimentaly por tantoajenaa cualquierefectode la virulenciadel

parásito.Por tanto,en elJ.P. no aparececonsignadosu efecto.

Los resultadosde lavaloraciónde la necropsialos ratonesNMIRI señalanqueel I.P.

delgrupocontrol-30,67+3,46-presentadiferenciasestadísticamentesignificativasconel resto

del.P. de los gruposPAL (20mg/Kg/lO día) -24,89±6,09-,saponina(SPNI)-19,43+ 8,46-

y PAL + saponina(5PM) -12,80+ 3,90-paraun nivel de confianzadel 5%.No existiendo

diferenciassignificativasentrelos 1. P. de los gruposexperimentalesPAL y SPNl,aunquesi

seproduzcandichasdiferenciasentrelos de los gruposPAL y PAL + 5PM. Finalmente,

tampocoseobservandiferenciassignificativasentrelos 1.P. de los gruposSPNI y PAL +

SPNI.

Por su parte, en el lote tratado con la concentración inferior (200 mg/Kg/día)

manteniendo la pauta de 3 días, no se registran muertes achacables al tratamiento con el

adyuvante (SPN2).

De tal manera que, ell.P. d II L.Aratado con SPN2+ PAL (20 mg/Kg/día) -17,11 +

6,49- presenta diferencias significativas respecto al I.P. de los grupos control -31,12 + 4,26-

y ~rN2 -30,00 1 7,48-, no existiendo dichas diferencias entre los l.P. de los lotes control y

SPN2.
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TABLA 4.82. Valoración paramétricadel ensayo de inmunomodulaciónde DIFUR (20
mg/Kg/día)y PAL (20 mg/Kg/día)enel modelode patogeniaexperimentalde
7’. vaginalis.

CONTROL M. LA. P. RIPIE. H(V). H(D). IP.

RATÓN 1 26 2 10 12 4 4 58
2 0 2 8 12 10 8 40
3 0 0 6 10 8 8 32
4 0 0 10 12 6 6 34
5 0 0 10 12 6 10 38
6 0 0 0 10 8 8 26
7 0 0 4 8 6 10 26
8 0 0 4 10 6 8 28
9 0 0 0 10 6 8 24

10 0 0 10 12 8 10 40

MEDIA 2,60 0,40 6,20 10,80 6,80 8,00 34%)

DE. 8,22 0,84 4,05 1,40 1,69 1,89 9,99

DIFUR 20 ‘M. LA. P. R/P/E. - H(V)< . H(D). I.P.

RATÓN 1 26. 4 10 12 2 6. 8)
-- 2 26 4 10 12 4 6 62

3 26 4 10 12 6 - 4 62
4 14 4 10 - 12 - 8 4 52
5 6 - 0 8 8. 8 8 38
-6- 0 0 8 12 4 6 32
-7 0 0 8 12 8 6 34-
8 0 0 10 12 ‘ 8 0
9 0 0 10 12 10 8 40-

10 - - - - - - . -

MEDIA 10,89 1,78 9,33 11,56 6,44 5,33 - 4a44

DE 12,21 2,11 1,00 1,33 2,60 2,45 - 12,64-

PAL2O M- - LA P SIP/E H(V) H(D) - IP. -

RATÓN, 1 6 4 8 - 12,. 8 Y--’ 10’ ‘e
2 0 0 .10 10 -4 ‘. 4 28
3 0 0 6 12 6~ 10 34
4 0 0 10 12 - 8 -6-. 36-
5 0- - 0 10 lO’ 8<- 4 32
6 -0 0 10 12 “6 6 34

y,.il...7 .0’’ - 0 4 6 - 4. - 8

- ~-j ~

‘‘-lO 0-. 0 - 2 10.’~ ‘-6 -“ 6’ 24’

MEDIA 0,60 - 0,40 7,20. 9,60 -5,80 - 6,20’- 29%)

DE 1,90’, - - 1,26 3,01 2,80’ - 1,75 - 2,20 -
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TABLA 4.85. Sinopsis del índice de patogeniay significación estadísticapara el ensayode
ínmunomodulaciónde S-AMET (16,80 mg/Kg/día) en el modelo de patogenia
experimentalde 7’. vaginalis.

ÍNDICE DE PATOGENIA U MANN-WHITNEY

D.E. II CONTROL S-AMET

CONTROL
55,50+ 9,30

S-AMET
44,40± ¡2,95 19,5 (p>O,05)
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TABLA 4.86a. Valoraciónparamétricadelensayode inmunomodulaciónde saponinas(400
mg/Kg/día)y PAL (20 mg/Kg/día)enel modelodepatogeniaexperimental
de 7’. vaginalis.

CONTROL M. L.A. P. R./P.IE. H~. H(D>. IP.

RATÓN 1 0 0 8 10 8 8 34
2 0 0 10 8 4 6 26
3 0 0 6 8 4 8 26
4 0 0 8 10 6 6 33
5 0 0 10 10 4 8 32
6 0 0 4 10 6 8 26
7 - - - - - - -
8 0 0 8 10 8 10 38
9 0 2 10 8 8 6 34

10 0 0 8 8 6 6 28

MEDIA 0,00 0,22 8,00 9,11 6,00 7,33 32,67

DE. 0,00 0,67 2,00 1,05 1,73 141 3,46

PAL 20 M. LA. P. 6./PIE. H~. H(D>. IP.

RATÓN 1 8 4 10 8 6 4 . 40.
2 0 0 2 12 4 4 22

.3 - -
4 0 0 8 10 . 6 0 24
5 0 0 6 6 ‘ 6 4 22
6 0 ‘0 8 8 4 4 22
7 0 0 8 10 6 ‘ 4 - 28
8 0 - 0 6 8 6 2 22
9 0 0 10 8 6 0 24

10 0 . 0 6 8 2 4 20

MEDIA 0,89 0,44 6,89 8,67 5,11 2,89 2489

DE 2,67 1,33 2,47 1,73 1,45 1,76

SAPONINA M. LA. P. 6./RIF. HO’>. “ H<D>. IP.
(SPNI>

RATÓN 1 - - - - - - -
2 0 0 6 0 --0 4 10

-‘.3 0 0 8 6 6 - O 20
4 0’’ 2 8 8 6 2- 26
5 0- 0 6 8 8 6 33
6 .0 0 6 8 . 6 6 -26-~
7 0’ 0 2 6 ‘0 -‘ 0 8

-- 8~ 0 0 4 6’ . 0’ ‘6 169 - . - . - - -10 - - -‘ - - ‘ - -

MEDIA 0,00 0,29 6,00 6,00 ‘ 3,71 3,43 19,~

DE - 0,W 0,76 2,31 2,83 - .‘ 3,55’ 2,76 8,461
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TABLA 4.Sób. Valoraciónparamétricadelensayodeinmunomodulaciándesaponinas(400
mg/Kg/día)+ PAL (20 mg/Kg/día)en el modelode patogeniaexperimental
de 7’. vaginalis.

SPNI+PAL M. ““ L.A. P B/P/E. H(V). H(D>.’ IP.

RATÓN 1 O -‘ 0 2 8 0 0- 10
2 0 - 0 8 6 0 0 14

‘3 0 0 0 & 0 0 -8
.4 0 0. 2 4 6 6 18

5 0 .0 6 8 0 0. 14-
6 - - - - - - -
7 - . - - - .. -
8 - - - - - - -
9 - - - . - - -

-fo-’’ - - ‘ - ‘ - - - . -

MEDIA 0,00 0,00 3,60 6,80 1,20 - 1,20 - 12,80-

DE. 0,00 ,~ 0,00. . 329 - 1.79 2,68 , 2,68 3,90

TABLA 4.87. Sinopsis del indic-e de patogenia y significación estadística para el ensayo de

inmunomodulación de timoestimulina (24 mg/Kg/día) y PAL (20 mg/Kg/día)

en el modelo de patogenia experimental de 7’. vaginalis.

ÍNDICEDEI U MANN-WHITNEY
PATOGENIA j__________

~ + D.E. CONTROL PALpre 20 SAPONINA j SPNI+PALpre

CONTROL
30,67+ 3,46

PALpre20
24,89+ 6,09 11,5 (p<0,01)

SPN1
19,43 + 8,46 5,5 (p<O,Ol) 22,5 (p>0,OS) -

SPÑI+PALpre
12,80±3,90 0,0 (p<0,OI) 0,0 (p<0,Ol) 9,0 (p>O,0S) -
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TABLA 4.88. Valoraciónparamétricadelensayode inmunomodulaciónde saponinas(200
mg/Kg/día)y saponinas(200mg/Kg/día)+ PAL (20 mg/Kg/día)enel modelo
de patogeniaexperimentalde 7’. vaginalis.

CONTROL M. LA. 1’. B./R/E. 1-100. H(D). IP.

RATÓN 1 0 2 10 8 8 8 36
2 0 0 6 8 6 6 26
3 0 2 6 8 8 10 34
4 0 4 10 8 6 6 34
5 0 2 8 8 8 10 36
6 0 0 6 8 6 6 26
7 0 2 6 8 6 8 33
8 0 0 8 10 6 8 32
9 0 0 6 8 6 6 26

10 - - - - - - -

MEDIA 0.00 1,33 7,33 8,22 6,67 7,56 31,11

D.F. 0,00 1,41 1,73 0,67 1,00 1,67 4,26

SPN2 . M. LA. P. RIP/E. H00. ‘ H(D) IP.

RATÓN 1 0 - 2 10 12 8 4 36
2 ‘0 2 10 12 8 ‘ 4 36
3 0 ‘ 0 6 8 4 4 22
4 .0 0 4 6 4 8 22
6 0 0 4 12 ‘6 4 ‘26’
6 ‘0 0 & 8 6 6 28
7 0 0 10 10 - 10 - 10 40
.8 0 0 8 8- 4 2 22
9 6 0 10 8 - 6 8 38

10 - - - . - - - -

MEDIA 0,67 0,44 7,78 9,33 6.22 5,56

DE. 2,00 0,88 2,54 2,24 2,11 - 2,60 7,48

SPN2+PAL 20 M: LA. P. RiP /E. H(V). H(D>. - IP.

RATÓN- 1 0. - 0 2 4. - 0 O 6
2 ‘0 0 2 4’ 8 ‘-6
3 0 - 0 ‘8 6.4-- -‘6 24
4 0 0 6 8 2 0 16

.5 0 - 0 6 6 6 8 26
6 0- 0 6 0 -‘-0, <6 -12

y 7 0 0 8 0 - 4 ‘4 § - 16-
8 ‘0 0 8 4. , -~ O - 0 12’ -
9 -0 - 0 8 0 6 .8 22

10 - . - - -

MEDIA 0,00 0,00 6,00 3,56 3,33 4,22 17,11

‘DE 0,00 0,00 2,46 2,96 3,00 3,38 Gv0
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4.5.2. EFECTOINMUNOMODIJLADOR DEL EXTRACTO CTP

Lasexpenenciassiguientesvanencaminadasaelucidarlaactividadinmunomoduladora

delextractovegetalCTP (propiedadde A.S.A.C. PharmaceuticalInternationalATE).

Iicialmente, se han establecido 5 lotes experimentalesde ratones NtvliRI

correspondientesalos grupostratadosconCTP (20 mg/Kg/día)durante10 días,además,se

haensayadolaco-administracióndeCTP(20 mg/Kg/lOdías)+ metamizol(274,87mg/Kg/lO

día);CTP+ SPN2(200mg/Kg/3días)yCTP+PAL (20mg/Kg/lO días).Todoslos productos

seadministranporvía intraperitoneal,excepto,obviamente,las saponinasporvía oral.

Los resultados,traslavaloraciónde la necropsia,indicanqueel I.P.del lote control-

29,78+ 3,53-presentadiferenciassignificativasrespectoa los I.P. de los lotesCTP -16,60+

5,81-y CTP+ metamizol-22,54+ 7,58-,ambasparaun nivel de confianzadel5%.Además,

los índicesde patogeniade los gruposCTP y CTP + metamizolno presentandiferencias

significativasparael nivel de confianzaprefijado;aunquesemantienela tendenciaobservada

en la sinergiaentrePAL y metamizol,ya queel tratamientoconjuntode CTP y metamizol

provocaunadisminuciónenel I.P. inferior a la que induceel tratamientode CTP.

Por otra parte, el 1.1’. del grupo control presentadiferenciasestadísticamente

significativas,respectoal I.P. del grupoSPN2+ CTP -13,42+ 3,41-,y porsupuesto,frente

al I.P. delgrupoexperimentalCTP + PAL -7,75+ 5,39-,ambasparaunnivel de confianzadel

5%.Aún más, los gruposCTP + PAL, SPN2+ CTP presentandiferenciassignificativaspara

el nivel de confianzaestablecido.

Se confirma el efecto adyuvantedel extractobruto de saponinasque potenciala

actividad inmunomoduladoradel extracto CTP, asimismo, mereceespecialmención el

sinergismode PAL y CTP patentepor la ínfima entidadde laslesionesvaloradasenel lote.

Enun experienciaindependiente,sepretendeverificarel efectodeCTPy delsinergismo

CTP + PAL , enunacepaderatóncomoBALB/c mássusceptiblea lainitécciónexperimental
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de 71 vaginalis. Se hamantenidolaspautasde tratamientoy dosisempleadasen los ensayos

precedentes.

Segúnsedespr~.~Aa‘~ h evaluaciónde la necropsiarealizadaalos ratonesBALB/c,

el 1. P. del lote control -60,891 3,02-muestradiferenciassignificativasrespectoal LP. del

grupoCTP (20 mg/Kg/10días)-50,00+ 3,40-,y porsupuesto,‘Jet IP. del lote experimental

CTP (20 mg/Kg/lO días)+ PAL (20 mg/Kg/lO días)-48,00±2,82-,ambosparaun nivel de

confianzadel 5%. Los I.P. de los lotescon CTP y CTP + PAT. en este caso, no muestran

diferenciassignificativas.

~ainmunornodulac~on del extracto CTP~emuc~,. a iiIt-i¡U= ~ en la ineecióndc

la cepaBALB/c, quizásporsu mayor sensibilidada la infecciónpor 71 vagina/ls,o bien,por

la elevadavirulenciadel lote de parásitosinoculados,segúnsedesprendedelI.P. lote control.
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TABLA 4.91. Valoración paramétricadel ensayo de inmunomodulación
mg/Kg/día) Y CTP±METAMIZOL (274,98 mg/Kg/día) en
patogeniaexperimentalde 7’. vagina/ls.

de CTP (20
el modelo de

IP.

-
28
24
28
32
32
32
34
26
34

29,78

CONTROL M. L.A. P. RIPIE. H~. H(D>.

RATÓN 1 - - - - - -
2 0 0 8 6 6 8
3 0 0 6 10 6 2
4 0 0 8 8 8 4
5 0 0 10 6 8 6
6 0 0 10 8 8 6
7 0 0 10 10 8 4
8 0 0 10 10 8 6
9 0 O 6 10 6 4

10 0 0 8 10 8 8

MEDIA 0,00 0,00 8,44 8,50 7,33 5,33

DE. 0,00 0,00 1,67 1,77 1,00 2,00 3,53

CTP. MET M. LA. P. B./P./E. HO’). H(D>. IP.

-RATÓN 1 0 0 10 8 6 8-
2 O 0 6 6 - 4 2
3 0 0 8 8 8 8
4 0 0 6 4 - O 0
5 0 0 8 12 6 - 0
6 0 0 4 8 8 - 4
7 0 0 10 8 . 2 8

- 8 0 - 0 4 12 - 2 2
9 0 0 4 4 2 2

-‘10 0 0 10 8 -2 2’

32 -
18
32
10
26-
24
28
20
12
22

MEDIA 0,00 0,00 6,67 7.78 - 4,22 3,78 - 22,44

D E 0,00 0,00 2,45 2.91 2,91 - - 3,38

-CTP2O . M. LA. P. RS/E. .‘ HO’) H(D) ‘LP.’ -y

RATÓN 1.0 0 4 - 4 2 - 2
w2~ 0 0 6 6 - 4 ‘2’

3 0 0 8 6 8 4-
4 0 0 .8 6 -6 6

y. ‘‘ . 5
‘6’ 0 8 6 2 2

,<, .0 0.’ 0 0 - .2. . ‘‘40. 0 - 4 4 ‘‘ 4. 4’
8 0. 0 6 4 - 4. 4
~, 0 0 8 4- 2’ - 2

10 W 0’ 6 6 .0 0

12’
“18-

‘24
26

.18
616<-

‘-18
16
12

MEDIA - 0,00 - 0,00 5,80 4,60 3.20. - 3,00 18,83

DE 0,00 - 0,00 2,57 1,90 1,93 - 1,70 5,82

273



EXPERIENCIASYRESULTADOS

TABLA 4.92. Valoración paramétricadel ensayode inmunomodulación de CTP + PAL (20
mg/Kg/día) Y CTP + SPN2 (200 mg/Kg/día) en el modelo de patogenia
experimental de 71 vaginalis.

CONTROL M. LA. P. RIP/E. HO’). H(D>. IP.

RATÓN 1
2
3
4
5
6
7
8
9

.10

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

1
1
1
1
10
8

10
6
-
-

12
&
lO
lO
8
6

12
10
-
-

-
-
-
-
-
-
-
-
-

-
-
-
-
-
-
-
-
-

26
28
28
26
32
26
33
32

MEDIA 0,00 0,00 700 9,75 4,75 675 28,25

DE. 0,00 0,00 239 167 149 1,49 2,25

CTP+SPN2 M LA RIPIE 1-1(V) H(D) IP.

RATONIl
2
3
4

~5
6
7

-8
9

10

0
0
0
0
0
0’
0
0
-
-

-

--

0
0
0
0
0
0.
0
0
-‘
-

,

.

.

.

.

.

.

.

.
.
.

. -
-‘
8
&
6

‘4
0
4
-

‘ - ‘

-

-

4-~-~

2 -
4
0 .
2
2 - ‘ ‘
0
-
- -

0

0
0’
0

.4
2
4
-
-

-

12

16
18-
12,
12
8
18
-
-

MEDIA 0,00 0,00 4,57 4,86 2,00 2,06 13~O

DE
‘E

0,00 0,00. 2,23 2,79 - 1,63 1,63 3.41

~.CTPfryPAL y’ M LA. P “ y BiPIE’yy’~’-” HO’) y... ~ IP
R.. <tV~Z-4t<j¿ -y -ry~,.y.7 ti ,k.P. “<y...
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TABLA 4.93.Valoraciónparamétricadel ensayode inmunomodulaciónde CTP + PAL (20
mg/Kg/día)y CTP (20 mg/Kg/día)enel modelodepatogeniaexperimentalde
t. vaginalis(RATON BALB/c).

M. L.A. P. RIPIE. HO’). H(D). IP.

32 0 10 10 4 6 62
32 2 10 12 2 6 64
32 2 10 10 2 4 83
32 4 8 8 4 6 82
26 0 & 8 6 8 58
26 2 10 10 6 6 83
26 2 10 12 4 4 66
26 2 10 10 8 lO 66
20 0 10 12 8 10 83
- - . - - - -

28,00 1,56 9,56 10,22 4,89 6,67 83,89

CONTROL

RATÓN 1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

MEDIA

D.F. 4,24 1,33 0.88 1,56 2,26 2,24 3,02

CTP 20 M. - LA. P. BlP/E. HO’). H(D>. IP.

RATÓN 1
2
3

- 4
5
6
7
8
9

.10

32 0 10 4’ 0. 0. 48
32 0 10 8 2 0 52
32 2 10 6 0 0 83
32 0 10 8 O 0 83
32 2 10 10 2 0 58
32 0 10 10 0 0 52
32 0 10 6 2 0. 83
32 0 10 6 2 2 52
32 0 10 6 0 0 ‘48
26 . O . 10 8 0 0 44

MEDIA 31,40 0.40 10.00 7,20 0,80 0,20 83,00

DE. 1,90 0,84 0,00 1,93 .1,03 0,63 3,4)

CTP.’PAL2O M LA P RIP/E HO’> H<D> IP.

RATÓN 1’
2
3.
4
5
6
7
8
9

10

38. 0 10 0’ 0’ 48
38. 0 8 0 .0 0 46
38 0 10 . 0: 0 , - 0 48

.38’ . 0. 10 0 ‘0 0 48
38- 0 ‘ 10 4 , 0 ‘.0 52
38 0 8 0,. 0.
32 - 0 10 4 0 4 83

-32. 0 10 0’ 2 4 -48
32 - 0 10 0’ wO. 0 42
- - - - “ . -

MEDIA
y —

D.F.

36,00 . 0,00 9.56 1,33 0,22 0,89 48,00

3,00 0,00 0,68 2,00 0,67 1,76 2,83
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TABLA 4.34. Sinopsisdel índice de patogeniay significaciónestadísticaparael ensayode
inmunomodulaciónde CTP (20 mg/Kg/día), CTP+MET (274,98mg/Kg/día)
enel modelode patogeniaexperimentalde 7’. vagina/ls.

U MANN-WHITNEYÍNDICE DE
PATOGENIA Jj -____________

~±D.E. CONTROL 1 CTP CTP+MET ¡

CONTROL
29,77+ 3,53 -

CTP 20
16,60+ 5,82 2,0 (p-<0,Ol)

CTP + MET
22,44+ 8,05 17,0 (p’<O,O5) 26,5 (p>0,OS)

TABLA 4.95. Sinopsisdelindice depatogeniay significaciónestadísticaparael ensayode
inmunomodulaciónde CTP + PAL (20 mg/Kg/día), CTP + SPN2 (200
mg/Kg/día)enel modelodepatogeniaexperimentalde 7’. vagina/ls.

ÍNDICE DE 11 U MANN-WHITNEY
PATOGENIA jj_____________

s~ ~ D.E. CONTROL 1 CTP±SAPONINA¡ CTP + PAL

CONTROL
28,25±2,25

CTP+SAPONINA
13,42+ 3,41 0,0 (p<0,Ol)

CTP + PAL
7,75 + 5,39 0,0 (p’c0,01) 10,5 (p<O,OS)
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TABLA 4.96. Sinopsisdel indice de patogeniay significaciónestadísticaparael ensayode
lnn-1-Lrnomodulacionde CTP(20 mg/Kg/día),C’I’l> + PAL (20mg/Kg/día) Enel
modelode patogeniaexperimentalde 71 vaginalis(RATÓN: BALB/c).

INDICE DE U MANN-WHITNEY
PATOGENIA ji_____________

+ D.E. CONTROL ¡ CTPpre ¡ CTP + PAL ¡

CONTROL
60,89+ 3,02 -

CTP
50,00+ 3,40 0,5 (p<O,Ol)

CTP + PAl.
48,00+ 2,83 0,0 (p<0,O1) 28,0 (p>O,O5)
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4.5.3. Evaluaciónserológicadeltipo de respuestainmunitariafrentea Trichomonas

vaginalisenel modelomurinodeinfección intraperitoneal.

Adicionalmentea lanecropsia,de entrelasexperienciasmássignificativasenratones

BALB/c, sehanrecolectadosueros,extraídosporlatécnicadeNóller, paraintentaresclarecer

el tipo de respuestainmunitariamurinafrentea la infecciónintraperitonealde T. vaginalis.

Si en unaprimera etapa,la evaluaciónde las lesionesy la mortalidadpermite una

aproximaciónal conocimientode la patogenia;enestasegunda,parainvestigarla actividad

potencialde losextractosvegetalesinmunomoduladoresesprecisoprofundizarenla respuesta

inmunológicaquese estableceenel modeloparasitario.

En estesentido, se han realizado determinacionesserológicasde las subclasesde

inmunoglobulinasG (GI,G28,G2b,03),con la intención de establecerel tipo de respuesta

Th1/Th2quecontrolala inlécciónexperimentaldelparásito.Para,posteriormente,desarrollar

mediante un kit de ELISA indirecto (ENDOGEN, Inc., Cambridge MA, U.S.A.)

determinacionesséricasde los nivelesde interleucina-4(IL-4) e interferón-gamma(IFN-y) a

lo largodeltiempo de experimentación.

4.5.3.1 Determinaciónsérica medianteELISA indirecto de las subclasesde

unmunoglobulinaCi (IgO) inducidasenel modelodeinmunomodulaciónde

Trichomonasvagina/ls.

Como ensayopreliminaral estudiode la dinámicaserológicade las citocinasen el

modeloparasitario,serealizaunaevaluaciónde las subclasesde IgG a lo largo delproceso

experimental.Se persigueestableceruna hipótesisdel tipo de respuestainmunológica

(Thl/Th2) queapoyase,o no, losresultadosqueseproducenenladeterminaciónde losniveles

ensuerode IL-4 e IFN-y. La valoraciónserealizamedianteunELISA indirecto,siendola

lecturade absorbanciaa X490nin.
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A continuación,en la Tabla 4.97. se indica la evoluciónde las inmunoglobulinas

(IgG-f-IgM e IgG) y las subclasesde la inmunoglobulina(1 (1g01, IgG28,IgG2~ eIgG3) enel

modelo de inmunomodulaciónde 7’. vagina/lsa lo largo del periodo experimental.Los

resultadosexpresanel valormedio (si) y la desviaciónestándar(D.E.) de la densidadóptica

(DO~-DO3obtenidade 7 determinacionesindependientesporduplicado,segúnsedefineenla

propiatabla.

Másadelante,laGráfica4.47. recogela evolucióntemporaldelas subclasesdeIgG a

lo largode 5 semanas,aúncuando,el tramocrítico demayorinterésselimita al periodode

observaciónde laslesionesy lamortalidad(2 semanas),recogidoenun recuadroampliadoen

la misma.
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4.5.3.2. Determinación sérica mediante ELISA indirecto de las citocinas

interferón-gamma(IFN-y) e interleucina-4(IL-4).

La elucidaciónde la respuestammunomoduladorade los extractosvegetalesPAL

y CTP enel modeloexperimentalde 7’. vagina/ls;hastael momento,havenidodeterminada

porlaevaluacióndiferencialde laslesionescaracterísticasdela infecciónintraperitonealdel

flageladoen la cepamurinaseleccionada.

En orden a estableceruna evidencia molecular directa de la actividad

inmunomoduladorade los extractos,seha realizadola valoraciónporELISA indirecto de

las citocinasinterferón-y(IFN-y) e interleucina-4(IL-4).

Si de unaparte,IFN-y es un marcadorespecíficode la respuestamediadapor

linfocitos Thl, y de otra,la IL-4 esun marcadoralternativode lasrespuestasmediadaspor

linfocitosTh2;ambasdeterminacionespermitencaracterizareltipode respuestainmunitaria

preponderanteenel modelo experimentalde 71 vaginalis libre de tratamiento.Asimismo,

severíficalamodulaciónde lascitocinastrasuntratamientode 10 díasprevioa la infección

(-10,0)con los extractosvegetalesPAL y CTP. La comparaciónentreel lote no tratado

(CONTROL) y los tratados(PAL, CTP, PAL+CTP) permitirá establecerel efecto

unmunomoduladorde los extractossobrelarespuestainmunemurma,enparticular,sobre

las citocinasquecoordinanel balancede las respuestasThl/Th2.

En cuantoa los resultados,seobservaun incrementomuy significativode IFN-y

sérico en el lote CONTROL tras la infección que alcanzasu máximo el día +10

postinfección (6824,935 pg/ml) y que posteriormentedisminuye hasta recuperar,

aproximadamente,los niveles basales(870,011pg/ml). Tanto el tratamientode PAL

(357,719pg/ml eneldía±10p.i.) comode CTP(647,967pg/ml enel día+10p.i.) modulan

negativamentelos nivelesséricosdeIFN-y respectoal CONTROLestablecido.Asimismo,

el tratamientosinérgicodePAL+CTPproduceun descensoen laproduccióndeIFN-y que

alcanzaunmáximorelativode 1770pg/mlel díaOparaalcanzarnivelesbasaleseldía15 p.i.
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No obstante,los perfilesde lascitocinaspresentandinámicasmuydiferentes,sibien

el lote tratadoconPAL desdeel nivel basal(870,011pg/ml eneldía-5p.i.) desciendehasta

178,937pg/ml el díade la inoculaciónde la infección,paraposteriormentemantenerseen

357,719 pg/ml el día +10p.i.; por contra,el lote tratadocon CTP desdeel nivel basal

(880,325pg/ml en el día-5 p.i.) asciendeligeramentehasta1770,805pg/ml el día de

inoculaciónde 7’. vaginalisparadescenderprogresivamentehasta127,365pg/ml eldía+15

p.1.

De otra parte, en el ensayode determinaciónséricade IL-4 se presentaun

incrementodelainterleucinaenel lote CONTROL,quetraslainfecciónalcanzasumáximo

eldía+10postiufección(42,540pg/ml) y que,posteriormente,disminuyehastalos niveles

basales(19,7lOpg/ml).Enestecaso,eltrataniientodePAL anticipael máximonivel de IL-

4 (45,510pg/ml) eneldía+5 pI., aunque,independientementedeldesfase,ladinámicade

lasconcentracionesseaidénticaconla mostradaporellote CONTROL.Porsuparte,ellote

tratadoconCTPmuestraunabruptoincrementode IL-4 quealcanzasumáximaexpresión

eldíade la inoculacióndelparásitoy quedisminuyepaulatinamenteamedidaqueprogresa

el tiempodeobservaciónexperimental.

Ambosextractosparecen,pues,anticiparla presenciadelmáximonivel de IL-4 en

el suerode los ratonesBALB/c infectadoscon 71. vaginalis, aunqueno seancapacesde

incrementarlorespectoal lote CONTROL. Siendo el extractoCTP quien manifiestaun

comportamientoinmunomoduladormás aparente,que llega a alcanzar la máxima

concentraciónde IL-4 sérica,al menos,10 díasantesquesulote CONTROLestablecido.

El tratamientoconPAL + CTP, enunaprimeraetapa,favorecequelaproduccióndeIL-4

sigael patróndeltratamientoconCTP (hastaeldía0).Posteriormente,la dinámica,aunque

conincrementoen lasconcentracionesde IL-4, mantieneel perfil del tratamientoconPAL.

De formapormenorizada,se presentana continuación,las tablasy gráficasde las

evolucionesdelasconcentracionesde IFN-y eIL-4 enlos lotesCONTROLy tratadoscon

PAL, CTP y PAL+CTPenel modelo de inmunomodulaciónde Trichoinonasvaginalis.
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5.- DISCUSIóN

5.1. CRIBADO FARMACOLÓGICO IN VITRO

5.1.1. Sobreel cribadofarmacológicoin vitro frentea 71 vagina/ls

Trichomonas vaginalis es un arquetípico modelo experimentalen el cribado

farmacológicoantiprotozoósicode organismosdemetabolismoanaerobio.Lascaracterísticas

delflagelado,quetieneun ciclobiológicomuycorto(máximocrecimientoentre24 y 48 horas),

sin formasde resistencia(quistes),laescasadificultadqueconilevasucultivo (medioDiamond

modificado)y el nulo riesgoparael experimentadorquemanipularazonablementelos cultivos,

permitenel diseñode un ensayofarmacológicoprimario rápido,económicoy fiable, que son

cualidadesfirndamentalesen la valoraciónbiológica de potencialesprincipios activos (de

síntesiso naturales)frenteaagentesinfecciosos(parásitos).

La técnicautilizadaen nuestrolaboratorio,dondese evalúanproductosde síntesiso

extractosvegetalescomo antiprotozoósicos,sigueel métodopropuestoporHowes(1969),

salvoquelos productosa ensayarseadicionan6 horasdespuésdela resiembra,momentoen

el que se inicia el crecimiento logarítmico, y que permite observar y registrar

independentementela actividad citocida y citostática(Herrero et aL, 1992). Para ello,

calculamoselíndice de crecimiento(IC) en cadalote ensayado,incluido los controles.EsteIC

esel cocienteentreel n0 de tricomonádidosal final del periodode incubación(24 o 48 horas)

y el n0 existenteen lahoraO (o de adicióndel potencialfármaco).Cuandoel IC esmayorque

uno (IC>l), secalculael porcentajede actividadcitostática(%AC) paralos productosde

síntesiso el porcentajede crecimiento(%C) paralos productosnaturales,estoseexplica

porquelos extractosvegetales,conrelativafrecuencia,no sólono inhibenel crecimientodelos

protozoossino quelo fijvorecenprobablementeporla presenciade azúcareso lípidosqueson

utilizados.pqmoIli4rn¶ SMd~W,~1\i os.

Ambos índi
99s se~~p~pqpéproporciónse inhibe la 4~y¡sión de los flageladosen

presenciadel productQ.~ ~ W es menorque uno (lUcí), el ~¶rámetro establecidoesel
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porcentajedereducción(%R)y expresaenquéproporciónlapresenciadelcompuestoescapaz

de eliminarlos trícomonádidospresentesen el inóculo inicial.

Desdeel puntodevistade la síntesis,los métodosclásicosparala búsquedadenuevos

compuestosquímicos útiles en la terapéuticaantiprotozoósicason tres: la aproximación

empírica,racionaly selectiva.

El cribadoempíricorecogela evaluaciónde la actividadbiológicade un grannúmero

de compuestossin antecedentesde la actividadbuscada.El éxito evidentede estemétodo

radicaen la cantidadde productosquese sometenal ensayoque, por tanto, debeserlo más

sencilloy rápidoposibleen estaetapainicial.

La aproximaciónracionalpartedeunconocimientoexhaustivode la biologíamolecular

delparásito,o al menos,delas rutasmetabólicasquepuedenserbloqueadassin perjuiciopara

el hospedador;el cualeludeel dañoporunatoxicidaddiferencial(cualitativa o cuantitativa)

en relaciónadichoproceso.En contradel métodoracionalse argumentala limitación quela

selección de una dianaprovoca, respectoal conjunto de procesosbioquímicos que,

potencialmente, podrían señalarsecomo objetivos diferenciales (parásito/hospedador).

Llegándoseaseñalarque,si/aaproximaciónraciona/esirrestible y/a empíricahumíl/ante,

éstaú/tima esprovechosay /a primera infructuosa(Campbell, 1983, citado por Martínez

Grueiro, 1987).

Finalmente,la aproximaciónselectivasurgede la cooperacióndel cribadoempíricoy

racional,porcuantolas observacionesempíricassonutilizadasparaincrementarla actividad

o reducir la toxicidad de los compuestosquímicos en los que se ha detectadoactividad

farmacológica.

En esteáreasepuedecircunscribir,habitualmente,nuestrotrabajo,ya que partiendo

de un compuestoque seha mostradoactivo (cabezade serie),seplanteala síntesisde otros

nuevos,introduciendomúltiplesmodificaciones(análogosestructurales).
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Si, habitualmente,nuestraaportaciónenla búsquedadenuevosagentesquimioterápicos

se hacentradoen la aplicaciónde modelosde cribadoempíricoy selectivo,en el fUturo, el

apoyoal métododeaproximaciónracional,deberáserun objetivo prioritario. En cualquier

caso,mientrasel fUturo nosalcanza,sepresentala evaluaciónfarmacológicaselectivadetres

seriesde productosde síntesisconpotencialactividadantiprotozoósica.

5.1.2. Sobrela actividadantiprotozoósicade los compuestosde síntesisensayados

5.1.2.1.Actividad de los derivadosdetetrahidro-2H-l,3,5-tiadiazin-2-tionas.

Esta serie incluye derivadoscon demostradaactividadantibacteriana,antifUngica,

antivíricay antihelminticacomoprofármacos(Ertaneta!, 1992).La actividadantimicrobiana

de estoscompuestospareceresidirenlos ácidosisotiociánicoy ditiocarbámico,queseforman

porhidrólisis del anillo de las tiadiazinasdisustituidas.En virtud de la situacióndescrita,se

sintetizaronnuevoscompuesfos(Suárezeta!, 1996;Pérezeta!, 1997)conposibleactividad

antiprotozoósica,probablemente,relacionadacon la inhibición de cistein-proteinasas.

La presenciade cistein-proteinasasha sido detectadaen la mayoríade los gruposde

protozoos parásitos. Una nueva aproximación en la investigación de fármacos

antiprotozoósicosesel diseñode profármacosquepudieraninactivarla cistein-proteinasadel

parásito(Northeta!, 1990).Todavezquelainteracciónentreel isotiocianatoy la cisteinaha

quedadodemostrada(Goksoyr, 1964), los derivadosde tiadia.zinasdisustituidas parecen

constituirseen firmescandidatosparala inhibición de las proteinasas.

mecheeta! (1966)señalanquelanaturalezadel sustituyentede la posición3 in.fiuye

significativamentesobrela actividadantimicrobianay, además,los sustituyentesenla posición

5 promuevenuna mayor toxicidad. La actividad óptima se obtieneen compuestosque

presentangruposlipofilicos en la posición3 e hidrofilicos en la posición5.

En estecontextoy siguiendonuestrointerésen fármacosantiprotozoósicos(Atienza

etal., 1992),sehansintetizadoy ensayado34 nuevoscompuestosderivadosde tetrahidro-2H-
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l,3,5-tiadiazin-2-tionafrentea Ti vagina/lsy Trypanosomaerial. De unaparte,la presencia

en la posición5 delradicalcarboxialquildisminuyelatoxicidaddel compuestofrenteacélulas

humanas(Ertaneta!, 1992),y de otra,en la posición3 seunen,alternativamente,4 tiposde

sustituyentesque modifican la naturalezade los derivadosde tiadizinas.Los radicales

implicadosson(a) ifirtbrilo (la:ln), (b) ciclohexilo (2a:L-2n),(c) pentacarboxil(3a:L-3n)y (d)

2-etanocarboxil(4a).

En cuantoala actividadfarmacológica,todoslos derivadosde tiadiazinasensayados,

exceptoL- le,muestranunamuyimportantepropiedadtricomonicida,oscilandosusactividades

entreel 93%y el 100%a 100 ng/ml. Los compuestosD-lj y lm mantienensu eficaciaa 10

~ig/mlconporcentajesde reducción(%R) del 100%y 94%respectivamente,paratambiénlm

(1 pg/ml) mantenerun porcentajedereduccióndel 59%,con un efectotricomonicidapróximo

al queproducemetronidazola0,1 ~ig/ml(%R=52%).Ademáslos compuestostiadiazínicos

tipo (b) y (c) muestranlevesactividadescitostáticasaambasdosis(10 y 1 ~tg/m1).

La naturalezade los sustituyentesen la posición 3 y 5 no introduce importantes

diferenciasen la actividad tricomonicida(% reducción)de las seriesestudiadas,ya que la

mayoríade los compuestospierdesu actividadtricomonicidaa 10 pg/ml; estehechoparece

indicar que,el carácterde los sustituyentesde la posición3 ensayados,no influye demasiado

en laactividadtricomonicidain vitro. Conrespectoa la esteroisomeriade loscompuestos,D-1]

(C.M.C. =10 pg/ml) fbe mástricomonicidaqueL-íj (C.M.C. =100 ~ig/ml).

Ningunode los compuestosresultamásactivo quemetronidazol.

Sedebeseñalarquetodosloscompuestosmuestranunaaltaactividadtripanocidaa100

pg/ml con un rango de reducciónentreel 95-100%,con la sola excepciónde L-le y 3h

(%R=83,00y 89,00 respectivamente).La concentraciónmínima citocida (C.M.C.) de la

mayoríade los compuestosesmenoro igual a 10 pg/ml; muchomenorquela producidapor

nifiirtimox (10-100gg/ml).
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Paraconcluir, sehaprobadola actividadcitotóxicade la mayoríade estosproductos

sobrecélulasHeLa (Pérezeta!, 1997) y, en general,muestranunafUerte toxicidad.Los

derivadostiadiazinicostipo (a) tienenunaconcentracióninhibitoria (C150)menorde 5 ~.igImI,

lo quedaunaideadelafUertetoxicidadinespecífica.Enlos (b) la C150es,generalmente,mayor

de 10 gglml, convaloressuperiorese inferioresmuypróximosaestaconcentración.Enel caso

de los derivadostipo (c) esel 3m el de mayortoxicidadinespecífica,el resto de los valores

tienenunaC150cercanaa 10 ¡.tg/ml. El producto3p esmuy tóxico, sisepruebaenel momento

dela disolucióndel producto,perocon el tiempopierdepartede su actividad(Muelas,1998).

No obstante,puesto que han demostradoser citotóxicos sobre lineas celulares

tumorales,su actividadcomoposiblesanticancerososno ha sido descartada(Ochoa,1998).

5.1.2.2.Actividad de la serie CP -tieno(2,í)benzotiazepinas5,5-dióxidos y

dibenzo(c,Otiazepinas5, S-dióxidos-.

Las benzotiazepinas,clásicamente,sehanidentificadocon compuestosbloqueadores

de canalesdeCa
2” (claseIII) y seprescribenparael tratamientodetrastornoscardiovasculares,

comolaanginade pecho,lahipertensión,la arritmia,entreotrosusos.El mecanismodeacción

pareceserla interaccióncon la glicoproteinadelcanal.Esmuy probablequela eficaciacomo

antihipertensoresdelos bloqueantesde los canalesdeCa2~sedebaasu capacidadnatriurética

(eliminaciónde Na”) (Avendaño,1994).

No obstante,el ensayocomo antiprotozoósicosno pareceobedecera ningúncriterio

apriori relacionadocon su estructura,al menos,segúnla informacióndeque disponemos.

En cualquiercaso,su analogíaestructuralcon las fenotiazinas(Chanel a!, 1998),

inhibidoresclásicosde latripanotiónreductasa,leshacenbuenoscandidatoscomopotenciales

agentestripanocidas.

En el cribadofarmacológicoantiprotozoósicofrente a 7’. vagina/ls de la serie CP

destacandoscompuestos:CP-20conunporcentajede reduccióndel IOO0/o (100pg/ml) y una
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actividadcitostáticaentre20-40%(10pg/ml), y CP-216 quepresentaasimismoun porcentaje

dereduccióndel 100%(lOO pg/ml) y unaactividadcitostáticaqueoscilaentreel 60 y 30%(10

jxg/ml) en los recuentosa24 y 48 horas,respectivamente.

Además,los productosCP-l, CP-5, CP-7,CP-47,CP-169y CP-237presentanuna

actividadcitostáticasuperioral 50%tantoa24 comoa48 horas.Ningún significadoespecial

merecenlos porcentajesde reduccióna 48 horasde los productosCP-l y CP-5 que son

debidosa los bajosíndicesde los testigos.

5.1.2.3. Actividad de la seriede las aminasacomplejadascon Cu2~.

Los compuestos6-ACA y D-ASPA tienenuna actividadcitocidapróxima al ‘100%

tantoa24 horascomo 48 horasparalas concentraciones100 y 10 ~Íg/ml,presentandopara1

~±g/mlporcentajesde actividad citostática inferiores al 50%. El resto de las aminas

acomplejadascon Cu2> (2-MB, T-2A.IB, T-DASPA y L-ALN) a 100 ~ig/mlmuestran

porcentajesde reducciónen torno al 100%, exceptoL-ASPA que, únicamente,alcgnzaun

2,56%.A la concentraciónintermedia(10~ig/ml),T-2AIB y 1-DASPAmuestranuna.actividad

citostáticaalrededordél85%.Mientrasque,L-ASPA, L-ALN y 2-AIB, presentanun 68%.La

inhibición del crecimiento para T-2AIB, T-DASPA, L-ASPA, L-ALN y 2-MB, a la

concentración de 1 gag/ml, desciende a niveles generalnicnte inferiores al 30%. -

¡¾ ~

‘y

Los compuestosderivadosde aminasacomplejadas’e&’Cú2~’bresentanciertaanalogía’;
‘y! i,

estructura]con derivadosde tiadiazinasy, quizás,iS$ít~ih~id~éies,lo’que parecehaber..~

determinadosu elecciónparalos ensayoscomopotencialesagentesantiprotozoósicos.

Por otra parte, es imprescindiblecontemplarotras alternativasen el desarrollo

farmacológico;ademásde los productosde síntesis,convienerecordarquelos productosde

origennaturalofrecenunavía alternativa.
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5.1.3. Cribado farmacológico antiprotozoósico de extractos vegetales

iberoamericanos

En el cribadofarmacológicode extractosvegetalesfrentea 71 vagina/ls,únicamente

CNL (Tablas4.33 y 4.34),procedentede las hojasde Neurolaena/obata, ha presentadoun

100%de actividadcitocidaal cabode 24horasparalaconcentraciónde 1 mg/mI; ademáspara

el ensayoa 0,5 mg/ml en 48 horasseproduceun porcentajede reducción(%R) del 90,14%.

No obstante,parala concentracióninferior ensayada(0,1 mg/mí), seobtieneuna actividad

citostática(%AC) próximaal 56% (%C2448:44,21-43,10),tantoa 24 como a48 horas.

El extractoCNL, seha ensayadofrentea formasepimastigotesde 7’. cruzí en nuestro

laboratorio,con porcentajesdeactividadtripanocidadel 95%a 1 y 0,5 mg/ml.

Estosresultadossoncoherentescon los presentadosporCáceresy otros(1998),con

otro extractode la misma planta;asimismoBergery colaboradores(1998)coincidenen la

observaciónde la actividadcitocidafrentea Ti. cruzí.

El análisisfitoquimico delextractorealizadoporVillar y colaboradores(1997)destaca

la presenciade flavonoidescomopotencialesagentesde la actividadtripanocida.CNL es,sin

duda,el extractovegetalmásprometedorcomoagenteantiprotozoósico,de cuantossehayan

ensayadoen nuestrolaboratorioen los dosmodelos: Ti vaginalisy 71 cruzi.

Por su parte,los extractosSCP y CBT (Tablas4.9 y 4.10) manifiestanactividades

citostáticasentreel 60%(%C2448:37,99-45,62)y 70%(%C48:32,51)respectivamente,parala

concentraciónde 1 mg/ml.

A continuación,el extractoCMC deMikaniacordWolia(Tablas4.9 y 4.10)muestra

una actividadcitostáticaque ronda el 40% a las concentracionesde 1 (%C:54,l0), 0,5

(%C:66;12)y 0,1 mg/ml (‘/oC:54,20)a 24-horas,quese mantieneala mayorconcentraciónal

cabode 48 horas..Los prometedoresresultadoscondujeronal fraccionamientode esteúltimo

extracto, en aras de purificar el principio activo presenteen el extractobruto. De los
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subextractosseleccionadospor el método de solventesque serecogeen MATERIAL Y

METODOS, las fraccionesCMC-B (f metanólica)y CMC-C (E butanólica)(Tablas4.12 y

4.14)presentanunaactividadcitostáticaa 1 mg/ml del 75%y quesemantieneal 74,27%para

CMC-C (0,5mg/mí),peroquedesciendeal 66,12%paraCMC-B (0,5 mg/mi)en lasprimeras

24 horas.Posteriormente,CMC-B pierdesu actividadcitostáticaa 48 horasmientrasque

CMC-C mantienea 1 mg/miunaactividadcitostáticadel 64,74%y 42,75%a0,5 mg/ml. Por

contra,lasfraccionesCMC-A y CMC-D carecende actividadtricomonicida.

Finalmente,mereceespecialmenciónel extractoPPNde Scutiabuxifo/la(Tabla4.17)

quepresentaunaactividadcitostáticadel 48,88%en lasprimeras24 horasde contacto,para

mitigarsemástarde.

Tambiéndestacael extractoCSM (Tabla4.22) que en el recuentoa48 horasparece

manifestarciertaactividadcitostática,que oscilaentreel 38,72%a 1 mg/ml y 66,02%a 0,1

mg/mí; estacircunstanciaes un tanto inusual pero perfectamenteexplicable ya que, en

ocasiones,cuantomenores la concentración,obviamentehastacierto punto, mejor es la

disolucióndelextractoy portantola disponibilidaddelprincipio activo seve reforzada;o bien,

el efectoobservadoesfruto de la faltade sincronizaciónde los cultivostrasla dispensaciónde

dichoextractoquepuedeactuarmeramentecomounafrenteadicionalde nutrientes.Además

convieneseñalarque de las fraccionesdel extractoAPB cribadasfrentea Ti. vagina/ls, sólo

APB-C (f. butanólica)(Tablas4.23y 4.24)presentaunaactividadcitostáticasostenidaal cabo

de 48 horasen torno al 45%para1 mg/mi, 40%para0,5 mg/ml y 20%para0,1 mg/ml. Por

último y porello no menosimportante,el extractoMMI (Tablas4.33y 4.34),cuyaactividad

citostática,cercanaal 40%a24 horas,aumentadeformaespectacularal cabode48 horaspara

alcanzarun 85%alamayorconcentraciónensayada(1 mg/mí). Aún más,al cabode 48 horas

persisteuna actividadinhibidoradel crecimientode los flageladosdel 20%ala concentración

de 0,1 mg/ml.

El restode los extractosensayadosen el modelo de cribadofarmacológicoin vitro,

frentea 71 vagina/ls,manifiestanactividadescitostáticasinferioresal 40%,carentesde interés

parala consecuciónde uno de nuestrosobjetivosprioritarios, cualesla búsquedade nuevos
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principiosvegetalesde naturalezaantiprotozoósica.

Porotraparte,los porcentajesde crecimientoestablecidosporalgunosextractos,que

superande maneramuy significativa el máximo crecimiento de los cultivos no tratados

(testigos),nosdebeninvitar a la reflexión sobreposiblesactividadesbiológicasqueexpliquen

fehacientementeestosresultados.

Enestesentido,podemosdestacarel extractoPAL dePo/ypodium/eucotomos(Tablas

4.31 y 4.32)que en un modelode linfoproliferación(Sempere,1996)ha confirmadocierta

capacidadmoduladorade la división celular, coincidiendocon porcentajesde crecimiento

superioresa los de los cultivos controlen nuestromodelode cribado.

No obstante,paraotros extractoscomo CTD, CGV (Tablas4.19 y 4.20), SCP-Cy

SCP-D(Tablas4.26 y 4.28)no se han señaladopropiedadesmoduladorasdel crecimiento

celular, a pesarde los elevadosíndicesde crecimientoque acreditanen los ensayosde

farmacologíaexperimentalrealizados.Por lo que habráque aceptarla posibilidad de que

algunos extractos actúen como suplementosnutricionales de los medios de cultivo

exclusivamente.Además,los cultivos deflageladostratadosconel extractoCTP(Tablas4.33

y 4.34),que ha demostradoatesorarcierta actividadmoduladorade la proliferacióncelular,

presentaníndicesde crecimientoen el cribadofarmacológicoanálogosa los quepresentanlos

controles, por lo que parece arriesgadoestablecerconclusionesajenasa la actividad

antiprotozoósicacon los parámetrosdel cribadofarmacológicoiii vitro.
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5.2. MODELO DE PATOGENIA EXPERIMENTAL DE T vagina/ls

Uno de los desaflosmássugerentes,quepresentala investigaciónen 71 vagina/ls,es

averiguarlarazónde la altavariabilidadexistenteenlapatogeniamostradatantoclínica como

experimentalmente.

La caracterizaciónde la heterogeneidadintraespecíficade nuestromodelo puede

efectuarsea travésdel estudiodel perfil biológico de aislamientosde diferentegrado de

patogenia.Al abordarestetrabajo,noshemosplanteadola revisiónde un modelomurinode

infección experimental,que nos permitadisponerde un métodofiable de evaluaciónde la

patogenia,como criterio de catalogaciónde los aislamientosnaturales.

Tal modelo permite, de una parte, conocerla capacidadde infección del parásito

expresadamedianteun indice de patogenia,obtenidode la necropsiay la valoraciónde las

lesionescaracterísticas,asícomoconocerla susceptibilidada la infecciónde distintascepasde

ratón.Deotraparte,y unavez seleccionadaslas condicionesy cepade ratónmásidóneas,el

modeloestáen disposiciónde serutilizado parael cribadofarmacológicoin vivo.

El fUndamentode la técnicaradicaen la inoculaciónintraperitonealde Ti vagina/ls en

ratón y la subsecuenteobservaciónde las lesionesproducidas.Cabepues, inicialmente,

plantearsela convenienciade la vía de inoculación.La elecciónde dichavía seapoyaen los

trabajosclásicosde patogenia(Reardoneta!, 1961;Teras& Roigas,1966 y Cavier, 1972).

Ademásde la experienciamáspróxima de Toyos (1974),de quien serecogeel métodode

valoraciónde la necropsiay cuyaoptimizaciónesuno de nuestrosobjetivos.La sencillezde

la técnica,apesarde quela localizacióndel parásitodifiere de la habitualen las infecciones

naturales,permitesu aplicaciónenel cribadofarmacológicode rutina.El ensayoseinicia con

la concentracióny posteriorinoculaciónde unacepavirulentade 71 vagina/lsen un lote de

ratones;para,a continuación,realizarel tratamientocon potencialesfármacosy observarlos

cambiosen el porcentajede mortalidado indice de patogeniacomparadocon los de los

controlesno tratados.
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En cuantoa las víasalternativas,la infecciónsubcutáneaha sido uno de los modelos

desarrolladosconmáséxito. SiendosuscritoporHonigberg(1961>,Frosty Honigberg(1962),

Kuldaeta! (1974)y Honigbergeta! (1984).

Bajo condicionescontroladas,el porcentajede crecimientode la lesióny la duración

de la faseprogresivade su desarrolloescaracterísticode la cepatomada. En consecuencia,

el volumende la lesiónpuedeserutilizado paraestimarla virulenciade unacepa.

Sin embargo,la ausenciade periciaen la mediciónde laslesiones,la muestrarequerida

(dadoqueseprecisala valoraciónde 30 abscesosintactos,paraobtenerdatosreproducibles);

ademásde la frecuenterupturadel absceso,sonentreotros, los factoresquedesaconsejaron

el empleode dichavía.

Por otro lado, la alternativade la infección experimentalintravaginal presentael

alicientede la localizacióndel parásito,que essimilar a la observadaen la infecciónnatural.

No obstante,la necesidaddetratamientosprevioscon derivadosestrogénicosparainstaurar

adecuadamenteel parásito,larealizaciónde inoculacionesrepetidas(o bien,unadosissimple

conun inóculo muy elevado)e inclusoel variableporcentajede infección,entreel 15-100%

segúnel estudioy númerode animalesinoculados,hacenpocoprácticatal víade inoculación.

Enúltimo caso,estemétodolargoy laboriosodeberíaestarreservado,enelterrenodel cribado

farmacológico,al ensayode compuestosseleccionadospreviamentemedianteun procesomás

rápido.

El establecimientodelmodelomurinointraperitonealrequierela caracterizacióndelos

agentesqueparticipanen la interacciónparásito-hospedador.De unaparte,el parásitodebe

poseerun alto gradode infectividad,a tal efecto,se ha dispuestode la cepaC1-NJH de Ti

vagina/ls procedentede la ATCC (Maryland, U.S.A.). La elecciónde dicha estirpe, ha

supuestounacontribucióndecisivaparael desarrolloy la validacióndel modelo, siendomuy

aptaparalos estudiosdepatogeniaen ensayosintraperitonealesmurinos,segúnsudescripción

en el catálogode la ATCC y la bibliografia(Reardon,1961).

307



DISCUSIÓN

Segúnlos datospublicadosporTeras& Roigas(1966), las cepasde bajavirulencia,

quecirculanenlanaturaleza,constituyenel 10%,segúnunamplio estudioepidemiológico.Las

cepasdealta y mediavirulenciasedividen a partesiguales,constituyendoel 90%restante.

Sin embargo,el descensoen la virulencia despuésdel mantenimientoen cultivos

axénicosdurantetiempoprolongado(Coombs, 1987),o tratamientoscon antibióticos(Ivey

& Hall, 1964;Ivey, 1975)justificanquecepasaisladasen nuestrolaboratorio,decierto grado

patogénicono seanútiles en estosensayosen el momentopresente,en coherenciacon los

resultadosobtenidosporLaan(1965)y Laany colaboradores(1966).Si biensehapropuesto

la inoculaciónintraperitonealen ratóncomo método para recuperarla patogenicidad,su

resultadoprácticonospareceincierto.Por tanto, la conservaciónen N2 líquido a -196
0C en

criovialesesel únicométodofiable, anuestrojuicio, parapreservarla patogeniacontrastada

deunaestirpe(Yaeger,1988).

Puestoquenosenfrentamosaun diseñoexperimentalquedebecontemplarnumerosas

variables,parecerecomendablequela revisiónseefectúeconunacepadereferenciacatalogada

como patógena(71 vagina/ls cepa Cl-NIH), la cual debemanipularseen condiciones

adecuadasparapreservarsu virulencia.

En cuantoa la cepade hospedador(ratón), en la descripcióndel modelo de Toyos

(1974)se omite la realizaciónde un estudioprevioparadeterminarla susceptibilidada la

infección.De formaintuitiva, se puededefinir dichasusceptibilidadcomola facilidadcon que

seestableceunainfecciónexperimentalenunacepade ratón,estoes,la capacidadde inducir

lesionesproductivasen órganoscaracterísticosoriginando focos necróticoso abscesos

tricomonádidos(Bogovsky& Teras,1958).Uno delos objetivosdeestaMemoriaesestudiar

la susceptibilidadmurinaa la cepade referencia.

Ennuestrocaso,seha contadoconcuatrocepasmurinas;dosno consanguíneas(CD- 1,

NMRI) y dosconsanguíneas(BALB/c y C57B1/íOJ).Los resultadosobtenidosrelativosala

susceptibilidaddel hospedadorsediscutenacontinuación.
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Los índicesde patogeniaregistradostrasla infecciónexperimentalintraperitonealson

muy similaresen las cepasno consanguíneasNMRI y CD-1, con un valor mediode 17,90y

17,88, respectivamente,no estimándosediferenciasestadísticamentesignificativas en las

pruebasen el intervalode 15 y 30 días.

Al utilizar lacepaconsanguíneaC57B1/10Jseobtieneun indice de patogenia,con un

valor medio de 19,40, relativamentesuperiora los índicesobtenidosen las pruebascon las

cepasno consanguíneas.Igualmenteno se observandiferenciassignificativas ¿ntre las

experienciasa 15 y 30 días.

Porúltimo, lavaloracióndela patogeniaen la otracepaconsanguíneaBALB/c muestra

un indice de patogeniamuy superior, con un valor medio de 39,25, en los periodosde

observaciónde15 y 30 días.Lo quenospermitepostularqueBALBIc,delasestirpesde ratón

probadas,poseela mayor susceptibilidada la cepapatógenaCI-NIH de Ti vaginalis. Los

resultadosobtenidossoncoherentescon los de Landolfoetal. (1979)encuantoa dichacepa

y confirmanel buencriterio de Toyosal seleccionarunacepaendogámica.

Sin embargo,no se puedeafirmar que, engeneral,lascepasconsanguíneasseanmás

susceptiblesal parásitoquelas no consanguíneas,segúnsedesprendede los datosque nos

ofrece el ensayo con la cepa CS7BI/1OJ -seleccionadapor su alto nivel de respuesta

inmunogénica-.En cualquiercaso, la consanguinidadesun factorgenéticoque no tiene,

necesariamente,queimplicar un mayornivel de respuestainmunológica.

Noobstante,hayqueresaltarel interésenlaconsecuciónde experimentoshomogéneos

para compararlos resultadosobtenidos en distintas pruebas. EL empleo de individuos

consanguíneosfavorecedichauniformidaden los ensayos.

A pesarde ello, Delachambre(1981)indica quelas pruebasde virulenciabasadasen

la inoculaciónintraperitonealó subcutáneasonpoco fiablesen determinadascondiciones

experimentales.La imposibilidadde obtenerresultadosreproduciblesestábasada,segúnsus

postulados,en la heterogeneidadde lasreaccionesfrenteal parásitoporpartedel hospedador
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de una misma cepa. Esteefecto individual hacenecesarioun estudioestadísticoen toda

apreciaciónde la misma naturaleza.Kulda (1990)critica las conclusionesexpuestasporel

investigador francés achacandosus resultados exclusivamentea las condiciones de

investigación.

De formasimultáneaa la selecciónde cepade ratónmásadecuadaparael modelo,se

harealizadola evaluacióndeltiempodedesarrolloexperimentalparaacometerlanecropsiade

los ratonesinfectadosqueno hanmuertoen el proceso.

La duraciónóptimade la pruebaes el resultadode un compromisoentrela brevedad

que seexigea cualquierexperienciade patogenia,muy especialmentesi se contemplala

vertientede su aplicaciónposterioral cribadofarmacológico,y la presenciade formapatente

de las lesionescaracterísticas(peritonitisfibrinopurulentacon abscesosy focosnecróticosen

órganosabdominales)en el roedor.

A esterespecto,mientrasalgunos autores(Teras& Roigas, 1966; Toyos, 1974)

proponen11 díascomo duraciónexperimental,otrosconsiderannecesarioalargarel tiempo

de observación(Cavier, 1972>.Enestalínea,Kulda (1990),en un ensayoen queinocula 106

tricomonádidos,recomiendael seguimientodurante21 días,envirtud aquelos testigosmueren

entreel 50 y el 210 díaspostinfección.Paraesteautorlimitar la experienciaa 10 días puede

hacerdisminuir la sensibilidaddel ensayo.

Anteestedisyuntiva, planteamosen nuestrotrabajoel desarrollode experimentosen

dosperíodosde observación(15 y 30 días) paradiscriminar la duraciónmás idónea.Los

índicesde patogeniaresultantesno parecenserestadísticamentediferentesparala cepade

ratón más susceptible,BALB/c, por lo que serecomiendael análisisa los 1 5 días parala

evaluaciónde la infecciónexperimental.

Finalmente,en cuantoal métododevaloracióndelaslesionesy la mortalidadpropuesto

porToyos, esnecesarioreconocerel meritorioesfUerzorealizadoparadiseñarde forma tan

pormenorizadala valoraciónde lesionespor órganosconsiderandosu extensión.Lo que
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permitela cuantificaciónde un índice de patogeniaindividual; siendola media resultantedel

lote de ratones,el índice de patogeniade la cepa. En la tabla 5.2. se resumeel diseño

experimentalde distintosmétodosde valoración.

TABLA 5.2. Ensayosmurinosde infecciónintraperitonealde Ti vagina/lsqueempleanla

cuantificacióndelaslesionesy lamortalidadcomocriteriosparalaevaluación

de lapatogeniacon nuestrodiseñoexperimental.

VARIABLES A B C D

Ratón

Pcso

N0/lote

18-20g

10-12

18-20g

10-20

18-20g

10-20

20-25g

10

Inóculo

N0 parásitos

Vol, medio

4 x 10~/ ratón

0.5 ml

106/ratón

0.5 ml

1O’/ml

0.8ml

tO’ 1 ratón

0.5 ml

Observación

(días)

10 21 11 15

Criterio Muerte.
Necrosishepática.

L. estónsago/bazo.

Peritonitispurulenta.

Presenciadel parásito.

Necrosishepática.
L. pancreática.

L. peritoneal]ascitis.

Presenciadelparásito.

Muerte.
Necrosishepática.

L estómago/bazo!

páncreas.

L. peritoneal/ascitis.

Muerte.
Necrosishepática.

L. estómago/bazo!

páncreas.

U peritoneal/ascitis.

Valoración Muerteen 10 dias
Lv. = O

Tabladevaloración

de lesionesenlos

supervivientes.

Valoracióndecada
lesiónindividual,

O (nada$(máximo),

Ausenciade parásito

sedivide entredos.
valortotal = 1~ valores

parciales.

Elaboradafablade
valoraciónde las

lesiones.

Tablade valoración
delaslesionesde

Toyosmodificada.

Virulencia

Mñxima

Mínima

0-10/ratón

0

10

0-16/ratón

16

0

0-50/ratón

50

0

0-100/ratón

100

0

A: Terasy Roigas(1966).Índicedevirulencia(IV.).
5: Caviereta! (1972>. Índicemediode infección(l.M.l.).

C: Toyos (1974).índicedepatogenia(IP.).
O: Nogal Ruiz eta! (1997).
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El métodode Toyos (1974) recogela filosofla del elaboradopor los investigadores

estoniosTerasy Roigas(1966),siendomásobjetivo aunquemáscomplejoqueel presentado

por Caviereta! (1972).

Habiendosido fijadospreviamentelos elementosprimordialesdelmodelo,cualesson:

losagentes,lavíade inoculación,el tiempodeobservacióny la tabladevaloración,noshemos

propuestodeterminarel minimo inóculo que,sin restarsensibilidadal método,obvie en lo

posiblela limitación que suponetrabajarcon elevadasconcentracionesdel parásitoen los

ensayos.

Sehanprobadotresconcentraciones:10.000.000,5.000.000y 1.000.000[vagIna/ls

(Ti v)/ratón, queincluyenel rangomáscomúnmentecitadoen la literaturacientífica. Desde

Toyos(1974),que trabajacon el máximo númerode protozoos:10’ 71v/mí, hastaCavieret

al. (1972) que utilizan 106 Ti. v./ratón, pasandopor Terasy Roigas (1966) que emplean

4.000.000.Sinconsiderarloscasosespeciales,comoCaviereta! (1972),querebajanlascifra

a 250.000Tv/ratón empleandohospedadorespreparadosinniunológicamente.

Emnuestrocaso,la] eleccióndelinóculo ‘~¿ realizaen fUnciónde laestirpederatónmás

susceptibleala infecciónexperimentaly déliiempdtcjtieaportemásinformación.En cuantoa
~~5~’’

los probados,conel inicial de 1 o~ Ti v./ratón se consiÉ’’e’ úna<.infecciónintraperitonealmuy

aparente,afectandode forma ostensibleaórganosvitalesdel abdomen,lo que,puedeconducir

a lamuertedel animal.A medidaquedesciendela concentracióndel inóculo,enlapruebacon

5.000.000Tv./ratón, el índicede patogeniase equiparacon el de las cepasde ratónmenos

susceptiblesprobadas-NMIRI y CD-]-. Parala mínimaconcentraciónde 106 71v/ratón,la

infecciónexperimentalesmuy poco relevante.

Por otra parte,no hay queolvidar otrosaspectos,queaunquemenosdirectamente,

puedenincidir en los resultadosde la valoración.Así se haconsideradoel inóculo comoun

parametroclave,perono menosinteresanteresultael control del volumende inoculación,ya

que ladispersióndel inóculo aumentacuantomayorseadicho volumen.
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En coincidenciaconlos autoresestonios(Teras& Roigas,1966)y franceses(Cavier

eta!, 1972)optamosporel volumende0,5 ml frentea0,8 ml que proponeToyos (1974).

Enúltimo término,convienedestacarqueel mediode cultivo, encierto modo,también

influye enla expresiónfenotípicadelparásito.Detal maneraque,la presenciade componentes

como agarenel mediopuedefavorecerlosestadosameboides-adherentesde T4 vagina/ls,que

los autoresrelacionancon las expresionesfenotípicas más virulentas (Hollander, 1976;

Hollandereta!, 1987).El mediode cultivo quehemosempleadoesel tradicionalTYM (ode

Diamond)sin agar;porsuparte,Toyosutiliza un medioDiamo~dclásicoenriquecidocon0,05

g de agar. Como se indicó anteriormente,la atenuaciónde la virulenciadel p~rá~itopuede

producirseporlapresenciadeelevadasconcentracionesde antibióticoenel medio (Ivey, 1975;

Honigberg, 1978). En este sentido, Tpyos epiplea up medio de cultivo con menor

concentraciónde antibióticoqvw el ~v.9Mr9~con el rie~go, porcontr~, de perderel carácter

axénico.

En definitiva, el objetivp de esteF~udio ha s~d9 pr99~4farel p~¡feeoíqn~¶í?ntode un

modelo murino de patogeniq~~traperitoneálde 1’. vqgiqqlis J~ar~, ~ yez c9n~;guidala

validacióncon lacepade refej~pcia,CI-NIH de Ti vaginafis,~9p$¡pwaeióp,j offindizaren

el conocimientode la posi~¶ecorrelaciónex~enteentre la ~ los aislamientos

epidemiológicosy sus maj~ifestacioqp~p$~pi~q~. Y ~p un~ e$qp~ ppsterior, introducir las

modificacionesoportunasq~p p~piI~ g~~ rppoyq4~~ ~ q~$fpioterapiaexperimental

in vivo.
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5.3. EVALUACIÓN PATOGÉNICA DE LOS AISLAMIENTOS

CLÍNICOS DE LA COMUNIDAD DE MADRiD (1994-1996).

El estudioepidemiológicorealizadoenMadrid (1994-1996)pornuestroDepartamento,

en colaboracióncon los CentrosdePromociónde la SaluddelAyuntamiento,hapermitido la

obtencióny axenizaciónde 18 aislamientos,lo quesuponeun porcentajede prevalenciadel

1,23%(RodríguezGallego,1995).Estaprevalenciacontrastaconlos datospreestablecidos

en nuestropaís.Así, en un estudiopublicadoporPereaeta! en 1981, sedancifras del 13 %

sobreunapoblaciónde345 pacientesen Sevilla,mientrasqueOrdufiaDomingoy otros(1991),

en Valladolid, determinanparael grupode edadde máximafrecuenciadeE.T.S. (21-25años)

un 23 % de prevalencia,equiparableal 22,10%de casospositivosdiagnosticadosen mujeres

queejercenlaprostituciónenla provinciade Soria(Ulloaeta!, 1993).Si bien las poblaciones

estudiadasno sonhomogéneas,en el drásticodescensode las enfermedadesde transmisión

sexual, tales como sífilis o infeccionesgonocócicas,y las bajascifras de tricomonosisen

nuestroestudioepidemiológico,parecenintervenir las campañasde prevencióncontrael

síndromede inmunodeficienciaadquirida (RodríguezGallego,1995).

Los 18 aislamientosde Ti vagina/lsaxenizadosy criopreservadoshansido sometidos

al modelodepatogeniamurinaintraperitonealconunadobleintención;porunaparte,clasificar

en fUnción de la patogeniaexperimental,y porotra, validarlos parámetrosqueconstituyenel

baremodel índicede patogenia(IP.).

Si inicialmentesehaaceptadoun criterio arbitrariodeclasificación:.I.P.>40,I.P.20-40

y I.P.’C20,paraestablecerunaproporcióndel 33,3%(6/18),27,8%(5/18)y 38,90/o(7/18)para

los aislamientosde alta,media y bajapatogenia,respectivamente,mástarde,seha validádo~>

dichaclasificacióna travésde un análisismultidimensionalde las variablesquecomponenel

baremo.Los resultadoscontrastanconlospresentadosporotrosautores,enmodelosmurinos

depatogeniaintraperitonealdecepasaisladasen casosdevaginitisagudao crónica,En la tabla

5.3. serecogenlos ensayosmásrepresentativosfrentea los nuestros.
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TABLA 5.3. Porcentajesde aislamientosde alta,mediay bajapatogeniade 71 vagina/ls

estimadapordiversosensayosmurinosintraperitoneales.

1AlO N0DECEPAS N0 PATONES
PORCEPA

ALTA MEDIA BAJA

lERAS 1954 50 7 56 26 18

ROIGAS 1961 24 10 29 66 4

LAAN 1966 48 10 54 38 8

TERASETAL. 1966 98 10 47 41 12

KULDA 1990 25 20 44 44 12

NUESTROS

RESULTADOS

1996 18 10 33 28 39

% PATOGENIAEN RATÓN

No obstante,los criteriosde clasificaciónno soncompletamentehomogéneosen los

diferentesensayos;quizásla pormenorizadavaloraciónparamétricaestablecidaatravésde

nuestrobaremotiendaaequipararlos gruposexperimentales.Además,la mayorpartede los

aislamientosobtenidos en nuestra encuestaepidemiológicaprocedende exploraciones

ginecológicasrutinariasy esposiblequemuchasdelasmujeresfUeranportadorasasintomáticas

de cepaspocopatógenas.Si ademássetieneen cuentacomo seabordamásadelante,quela

correlaciónpatogeniaclínica-experimentaldistabastantede serperfecta,las cifrasno sontan

distintascomo en principio pudieranparecer.Esta cuestiónes crítica para determinarla

virulenciade los aislamientosy explicaríala mayor proporciónde cepasde bajavirulencia

presentesen nuestroestudio.

Finalmente, conviene señalarque los periodos de axenizaciónaplicados a los

aislamientospuedenintervenir en la disminución de la patogeniaexperimental,ya que es
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necesarioun tiempo de cultivo máso menosprolongado,por resiembrassucesivas,parala

actuacióntantode antibióticoscomode antifúngicos,queinterfierenen laexpresiónfenotípica

de Ti vagina/ls.

Segúnla revisión de Ponce(1995), las técnicasde análisismultidimensionalse han

aplicado a relativamentepocostrabajosen el campo de la Parasitología,siendo los más

destacadossobreNaegleria(Perninel al., 1985),Schisíosoma(Merelendereta!, 1987),E.

granulosas(Hobbseta!, 1990;Eckerteta!, 1993),Entamoeba(Blanc, 1992), un estudiode

interaccionesparásito-hospedador(Renaudeta!, 1992), Sarcocystis(Fengerela!, 1994),

tricostrongílidos(Hoberg& Lichtenfels, 1994),y el trabajorealizadopor Poncey Cuesta

(1996) con E. granulosasque es capazde diferenciarmuestrasde varios hospedadores

intermediarios (muestrasovinas, bovinas, sumasy equinas) a través los parámetros

morfométricos correspondientes,obteniéndoseresultadoscompatiblescon las pruebas

biológicaspreviamenterealizadas.

En términosgenerales,elanálisisestadísticomultidimensionalverificalabondaddelos

parámetrosquecomponenla tabladevaloración.Así, sehadeterminado,segúnel Análisis de

ComponentesPrincipales,queel ensayode patogeniamurinaintraperitonealde 71 vagina/ls

presentadostiposde factoreso componentes,quepodemosdenominar/esionesabdominales

y mortalidad, los cualescontribuyenaexplicarlavarianzadelmodeloexperimentalenun 86%.

La representaciónde los distintos aislamientos,en fUnción de ambos factores,permite

comprobar la existenciade 3 grupos diferenciados(aislamientosde alta, media y baja

patogenia).

A continuación,considerandola existenciade 3 gruposde muestras,se ha procedido

alarealizacióndeun AnálisisDiscriminante,paradeterminarlavariableo conjuntodevariables

quemejor discriminenentrelos diferentesgrupos.En dicho análisis,tras la aplicacióndel

métodode seleccióngradualde variables,seconsideraroncomoválidas todaslas variables

contenidasen los dos factores(lesionesabdominalesy mortalidad). Como resultadodel

análisis,lasfUncionescanónicasdiscriminantesclasificaronel 100%delasobservacionesenlos

grupospreestablecidos.
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Posteriormente,se ha iterado el procesoconsiderandouna única variable, para

determinar,enfUncióndelasobservacionescorrectamenteagrupadas,quéparámetroesel más

representativodela patogeniaglobal.

En la tabla 5.4. seexpresanlos porcentajesde casoscorrectamenteagrupadosen

fUnción de unaúnicavariable.

TABLA 5.4. AnálisisDiscriminantedel modelode patogeniaexperimentalde Ti. vagina/ls

considerandouna únicavariable: Porcentajede casosbien agrupadospor

variable.

IvAmABLE TODAS LP. 1~~~LII~LÁ B/P/E.

88,89 { 83,30 77,78 i 77,78

LA. P. M.

AGRUPADOS 100,00 ‘~‘~ 72,22 66,67

IP. índicedepatogenia.11(V).: Hígadovisceral.11(D).: Hígadodiafragmático.Blp/E.: Bazo¡Páncreas¡Estóniago.L.A.: Liquido ascitico. P.:

Peritoneo.M.: Mortalidad.

(*) Se consideranel conjuntodeobservacionescorrectamenteclasificadas,estoes, aquellascuyo grupo

actualcoincideconel predictivo.

En fUnción de los resultados,la variableH(V), que representalas lesionesen la cara

visceraldel hígadomurino, esla quemayornúmerode observacionesclasificacorrectamente

y laquemenorinformaciónsuministraeslamortalidad(M), ambassegúnla tabladevaloración

establecida.

Deunaparte,en coincidenciacon nuestrosresultados,Toyos(1974)señalaqueen el

hígadose asientanla mayorpartede las lesiones(70%), seguidode bazoy páncreas(25%).

Siendola lesiónmásimportanteporsufrecuencialanecrosishepáticafocal,que puedellegar

aconstituirseenun granulomao abscesotricomonádido.SegúnKulda(1990),ladiseminación

de la infecciónexperimentalparecedependerde la virulenciade la cepa,indicandoque las

cepasde alta virulenciamuestranun dobletropismohaciael hígadoy el páncreas,llegando

inclusoa apuntarque,las cepasdebajavirulenciasonincapacesde colonizarel hígadoy sólo
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provocanperitonitisfibrinopurulentascrónicas.Enestesentido,lerasy Roigas(1966)también

manifiestanque el primer órgano afectado es el hígado en su modelo de patogenia

intraperitoneal.Sin embargo,Gobert (1971) y Escario (1985) señalanque la lesión más

característicade la infecciónexperimentalde Ti vagina/lsesla que afectaal páncreas,y que

se extiendeal bazo(esplenomegalia)y estómagointeresandodespuésal hígadovisceral.

Deotraparte,encuantoalamortalidad,Escarioy colaboradores(datosno publicados),

refierenla importanciaindividual de cadauno de los parámetros,quecomponenel baremode

lanecropsiaenel ensayointraperitonealde Toyosparacaracterizarla patogeniade cadacepa.

Trassometeraexamen24 aisladosde Ti. vagina/lsde procedenciaespañola,las conclusiones

obtenidasde una regresiónlineal de los índicesparcialespor parámetrosugierenque la

utilizacióndela mortalidad,comocriterioúnicoesinsatisfactorioparadiscriminarla patogenia

de los aislados,ademásde uno de los apartadosmenosinformativos.

En la mismalínea, Caviery su equipo(1972)no consideranla mortalidadentrelos

parámetrosde evaluaciónde la patogeniade 71 vagina/ls. Asimismo, Toyos (1974) no

considerala muerteacaecidaen las 48 horasinicialespostinoculación,atribuyéndoselaa un

errordemanipulaciónexperimental(traumatismos,hemorragias,shocks,...).Bajonuestropunto

de vista, parececuestionablela validez de un ensayointraperitonealcuando71 vagina/ls

provocael decesodel hospedadormurinoen tanbreveplazo.

La coincidencia,pues,‘de los autoresconsultadosesunánimerespectoa la escasa

representatividadde la mortalidad (M) en el conjunto de la patogenia(IP). Nosotros

compartimosdicha valoración en fUnción de los resultadosgeneradospor el Análisis

Discriminanteparaunavariable.

Finalménte,‘no pareceexistir unabuenacorrelaciónentrela patogeniaexperimental

murinadelos 18 aislamientósde Ti. vaginalisy lasmanifestaciones(signosy síntomas)clínicas

presentesen laspacientesdel estudioepidemiológico.Enel mismosentido,los investigadores

estonios(leras,1954; Teras& Roigas, 1966),quecomparanla virulenciaestimadasobrela

basede un ensayointraperitonealcon la sintomatologíaclínica, llegana la conclusiónde que
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la correlacióndistade serperfecta,aunqueindicanquesonmáslas cepasquepresentanalta

virulenciaenratónprocedentesdecasosagudoso subagudosde tricomonosishumanaquede

casoscrónicos.Kulda (1990)afirma que lacorrelaciónentrela virulenciade las cepasen el

modelomurinode infecciónintraperitonealy la severidaddela tricomonosisen los pacientes

humanosno esnecesariamenteperfecta.Y másrecientemente,Bhatt eta! (1993)señalanla

ausenciade correlación entre la patogeniaclínica y la experimental en un modelo

intraperitoneal.

SegúnseñalaRomero(1999), el modelomurino de infección intraperitonealcon 71

vagína/ispermitedetectarlas variacionesen la patogeniade nuevosaislamientosconfines de

caracterización,si bienno se apreciaunacorrelaciónentreel cuadroclínicoen el hospedador

naturaly las lesionesinducidasen los animales.

La determinaciónde la patogeniaexperimentalde los 18 aislamientosha revelado

interesantesdiferenciasentreellos, lo que refUerzala hipótesisde queel modelomurinode

infecciónintraperitonealpuedeserutilizadocomouno de los criteriosparala caracterización

denuevosaislamientosde Ti. vagina/ls.
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5.4. CRIBADO FARMACOLÓGICO IN IIVO

5.4.1. Modelo experimentalde cribadofarmacológicoin vivo frentea 71 vaginalis

La adaptacióndel modelomurinode patogeniaparael cribadofarmacológicoin vivo

hapermitidolaevaluaciónde los compuestostiadiazínicosmásinteresantes,quehanresultado

activosen los ensayosiii vitro.

El modelo de cribado in vivo sebasaen la inoculaciónde cultivos axénicosde Ti

vaginalisenratón,queprovocanexudadosfibrinososy focosnecróticosanivel delos órganos

abdominales,o enalgunoscasos,torácicos,e inclusola muerteen un periodobrevedetiempo.

De los posiblesmétodosde valoración,los propuestosporTerasy Roigas(1966),Caviery

otros (1972), Toyos (1974) y Escario(1985), que con algunasvariaciones,proponenla

puntuaciónde diferenteslesionesy la expresiónde lapatogeniaenformadeíndice, parecenlos

másadecuadosparael ensayode quimioterápicos.Ennuestrodiseñoexperimental,seasume

el baremoestablecidopor Toyos,con las modificacionesintroducidasporEscariorespectoa

la expresiónporcentualy el periodode tiempode 15 días.En el estudiode tricomonicidasla

vía deinfecciónintraperitoneales la másprofUsamenteempleada(Escario,1985).

El tiempode tratamientoquehemosempleadoen nuestrodiseñoexperimentaldifiere

del propuestopor Escario (1985), pasandode tratar 6 días (20, 30 40, 70, ~0 y 90

postinoculación),aunanuevapautadetratamientomásextensaen el tiempoquecomprende

7 días (30, 40 50 60, 100, 110 y 120 pi.), por su mayor eficaciaparala discriminaciónde

productosactivosfrenteal agentepatógeno.

Probablementela vigencia de la infección intraperitonealse haya alcanzadotras

superarselos modelosde infección subcutáneaque tuvieron mayor protagonismoen su

momento.Siendomuydestacableslasaportacionesquecon dichomodelo realizaronLynch y

colaboradores(1955); Honigberg(1961), cuyo ensayoha servido párala evaluaciónde la

accióntricomonicidade los 5-nitroimidazolesadministradospor vía oral; así comoHeeresy
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otros (1976),cuyosratonesinfectadossubcutáneamenterecibenlos fármacosporvía oral

durante7 días.Al séptimodíapi. sesacrificany seexpresanlos resultadosen formade dosis

eficaz(DE50), segúnla presenciao ausenciade tricomonas,queparael metronidazoles: 16

mg/Kgderatón.Y finalmente,Meingassner(1977)queinfectaratonessubcutáneamente,que

recíbentratamientosistémicoa las 2, 18 y 24 horaspi. Al 60 día se procedeal examen

microscópicodelaslesiones,observándoselaausenciao presenciadeformasmóviles.La DE50

parael metronidazol,en estascondicionesexperimentales,esde 10,95 mg/Kg de ratón.

Otros autores utilizan, sin embargo, 71 foetus para producir las lesiones

intraperitonealesenel ratón(Howes eta!,Butíer, 1972, Cucklereta!, 1970).Ypor si fUera

poco, sehanindicadootrasvíasatípicas,como esla inoculaciónescrotalde ratones,parael

estudiode tiicomonicidassistémicos(Tsay& Price,1973).

5.4.2. Sobrela actividadantiprotozoósicain vivo de productosde síntesisftentea Ti

vaginalis

Loscompuestos,L-ld, D-lj y lm(derivadosdetiadiazinas)quefUeronactivosin vitro

frente a Ti vagina/ls, se sometieronal ensayofarmacológicoiii vivo paradeterminarsu

actividaden el modelomurinodeinfecciónexperimental.Ningunodeellos,desgraciadamente,

elimina porcompletolos gravesdañosinfligidos porel parásitoen los órganosabdominales.

Sin embargo,los índicesdepatogeniade los lotestratadosson significativamenteinferiores

respectoa los testigos(infectadosno tratados)en los trescasos.Siendola comparaciónde

estosvaloresestadísticamentesignificativarespectoal lote testigoconpCO,O] (compuestos1 m

y D-lj) y p<0,OS(compuestoL-Id).

A continuación,sehanrealizadopruebascondosderivadosdetiadiazinasdisustituidos

que sólo presentanactividadtricomonicida(100%)ala mayor concentraciónensayada(0,1

mg/mí). En estaocasión,el lote tratadoconDL-Id manifiestaun descensoen el indice de

patogeniarespectoaltestigo,aunqueladiferenciano essignificativaparaun nivel deconfianza

del 5%. Igualmentesucedecon el productoL-li, ya queel lote tratado presentaun índicede

patogeniaidénticoal quepresentael testigo,por lo queno existendiferenciassignificativas
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parael mismonivel de confianzapreestablecido.

Nuevamente,igual que sucedieraen la pruebade cribadofarmacológicoin vitro, el

compuestolm es el más activo entrelos compuestosque sehan ensayadoen el modelo

experimentalde cribadofarmacológicoin vivofrentea Ti. vaginalis.
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5.5. MODELO EXPERIMENTAL DE TNMUNOMODIJLACIÓN
Ná

5.5. iit Sobre la modulaciónde la respuestainmune en el ttodelo murino de

tricomonosis 4<
1 S

La integracióndel modelo experimentalde T. vaginalís en el estudio del efecto

inmunomoduladorde extractosde plantasiberoamericanasnosha permitidoprofundizar,de

unaparte,en el conocimientode suactividadbiológica,y de otraparte,enlos fUndamentosde

la respuestainmunitariainducidaen la interacciónparásito-hospedador.

Inicialmente, seha evaluadola respuestainmunitaria en el modelo de patogenia,

señalándoseciertaanalogíaentrelas infeccionesexperimentalesde T. vagínalisy Entamoeba

histolytica. De tal maneraque el tipo de lesiónhepáticaen el modelo experimentalde T.

vaginalisseasemeja,engranmedida,al abscesohepáticoamebiano(AHA.). Estoesdebido

a la coincidencia de mecanismoscelularesimplicados en las respuestasinflamatorias

concomitantesfrentea ambosparásitos.En estesentido,la respuestainmunológicacontraE.

histolyticaseproducecomoresultadode la invasióntisularpor el parásito.La formacióndel

AHA, posteriora la inoculaciónintraportalde amebasvirulentas,comprendeuna reacción

inflamatoriaaguda,con la subsiguienteconstitucióndelgranulomay necrosisprogresiva.Los

trofozoitosde E. histolyticano producenAHA en los cricetosdoradosmediantelisis directa

de los hepatocitos,sino por medio de la acumulacióny posteriorlisis de los leucocitosy

macrófagosque rodeanlas amebas,lo que produce,en consecuencia,la necrosishepática

(Kretschmer, 1994). Las amebasno virulentas resultanfagocitadaspor los leucocitosy

neutrófilos a travésde mecanismosindependientesde los intermediariosmetabólicosdel

oxígeno.En cambio,las amebasvirulentasproducenla pérdidade motilidad, degranulacióny

eliminaciónde los neutrófilosporfagocitosisenun procesodependientede microflíamentos.

Sin embargo,la destrucciónde los macrófagospareceserel resultadode un efectodeletéreo

indirectode las amebasqueya hansufridola lisis, másquede un mecanismoefectordirecto

dependientedel contactocon E. hisolytica.

323



DISCUSIÓN

IT vagina/lsinyectadoenla cavidadperitonealderatonesdesarrollaunainfecciónque,

esencialmente,sefocalizaenel hígado,el peritoneo,asícomoen el páncreasy el intestino.En

el hígado,los parásitosprogresanporlos sinusoides,dondeseasociana neutrófilos,linfocitos

y macrófagos.Se adhierena la membranade las célulashepáticas,quesufrendepleciónde

glucógenomientrasel númerode glóbuloslipídicos aumentaen el citoplasma.Los orgánulos

citoplásmicossonfagocitados,lo queconlíevala vacuolizacióny posteriormuertecelular.La

destrucciónde los hepatocitosy de los leucocitosresultadel efecto de la citoadherenciay

citotoxicidad desplegadapor IT vagina/ls. Se han observadotricomonas, en posición

intracelular,fagocitadosporleucocitoso macrófagos(BrugerolleetaL, 1974).Enla mayoría

de los casos,los macrófagosseven destruidospor el parásito,que secomportacomo un

parásito intracelular. Las hidrolasasde los macrófagosparecenpoco eficacesfrente al

flagelado,mientrasqueésteprovocala destrucciónde los macrófagostras la fagocitosis. La

infección intraperitonealde IT vaginalis generaunafuerte reaccióndel hospedadorque se

manifiesta por una infiltración leucocitaria importante (con concentración de

polimorfonucleares,linfocitos y macrófagos)y porunaenvolturafibroblásticaenlos abscesos

generadosen los distintosórganosabdominales.Todos estoselementostienden a destruir,

rechazaro limitar la extensióndel parásito.

El escenarioinmunológicodescritoenla lesiónhepática,quesegeneratrasla infección

experimentalcon IT vagina/ls,escompatibleconun fenómenodehipersensibilidadretardada

reguladopor una respuestacelular coordinadapor linfocitos Thl, sin menoscabode otras

intervencionessubsidiariasdel sistemainmunitario reguladasporlos linfocitos Th2.

En estudiossobreratón,Michel (1971)ha demostradoquela inmunidadprotectora

frentea IT vagina/lsestámediadaporcélulas,y la hipersensibilidadal antígenoparasitarioen

los humanoses de tipo retardado(Adíer & Sadowsky,1947).Esposiblequela activaciónde

linfocitos sensibilizadosporantígenode IT. vaginalispuedamodularla infiltración de PMN a

travésde la accióndelascitocinas(Revillard, 1978).Las experienciasdeLandolfoetal.(1980)

muestranque célulasmacrofágicasprocedentesde ratonesno sensibilizadoseliminana los

tricomonádidosmáseficientementequelos neutrófilosdel mismoratón.
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Previamente,Farris& Honigberg(1970)habíancomprobadocomoTi vagina/lsataca

a los macrófagosen cultivos de células de hígadode pollito. Más recientemente,se ha

estudiadola citotoxicidad de los neutrófilos sobreel parásitoy seha postuladoque son

respuestasquimiotácticasa las secrecionesde los protozooslas implicadasen la fagocitosis

(Reineta!,1980).

Unavariedadde respuestasinmunesa la infecciónpor IT. vagina/lsha sido descrita,

incluyendoanticuerpossecretoresespecíficosen secrecionesvaginales (Ackerseta!, 1975),

anticuerposséricosIgG e JgM (Mason, 1979; Streetet a!, 1982), quimiotaxisde PMN

(Mason& Forman,1980, 1982)y fagocitosis(Reinetal., 1980).Sin embargo,la ausenciade

una respuestainmune protectorapuedeser debidaa la heterogeneidadantigénicay los

fenómenosde presentaciónantigénica.

En general, la respuestahumoral a IT. vagina/ls es baja debido a cierto efecto

inmunosupresorqueposeeel parásitoperse; la invasióndel epitelio genitaltambiéninhibe la

inducciónmitogénica,y en menorgradola blastogénesismediadaporantígeno.La respuesta

proliferativanormaldelratónsugierequela inmunodepresiónportricomonosisresultadelos

productosqueliberanlos organismosvivos y de antígenosestructurales,ya quela inyección

en ratonesde sobrenadantesde cultivo del parásitono provocael efectode la depresión

linfoproliferativa. Engeneral,lascepasmáspatógenassonlas queprovocanmayorgradode

inmunosupresion.

Enla mismalínea,nuestrosresultadosdelarespuestahumoralinducidaporlainfección

experimentalcon Ti vagina/lspresentanunosnivelesde inmunoglobulinasmuybajosen el

periodoexperimental(15 días)perosimilaresa los quemuestranlos autoresen la bibliografla

(Mutwiri & Corbeil,1998;Abrahamet a!, 1996). Los bajosniveles de inmunoglobulinas

aconsejantomarcon cautelacualquierinterpretacióninmunológicaderivadade lbs mismos.
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5.5.2. Sobrelos fármacosde referencia:Inmunosupresores,inmunoestimulantesy

AlEEs.

Los inmunosupresorescomo la ciclofosfamida,azatioprinay FK-506 favorecenla

disminucióndelaslesionesenel modeloexperimentalde Ti. vagina/ls. Independientementede

quelos mecanismosde inmunosupresiónde los agentesactúena diferentesniveles.

La ciclofosfamidacausauna reducción proporcionalmentemayor del número de

linfocitos B, que de las célulasT (Cuppset al., 1982).No obstante,se ha demostradosu

capacidadparaactivarlos mecanismossupresoresde la respuestainmunitariaen los pacientes

que sufrenmelanomasy otros tipos decáncer(Berd & Mastrangelo,1987a; 1987b; 1988;

Livingston eta!, 1987; Wisemane al., 1989). En particular,Wisemany otros señalanun

significativo descensode las célulasCD84 (linfocitos Tc) y un incrementoen la proporción

CD4~/CD8 (Lerscheta!, 1992).Paraexplicarestaaparentecontradicción,Paul(1994)indica

quedependiendode quela ciclofosfamidaseadministreanteso al mismotiempoqueel insulto

inmunológico,se producela supresiónhumoral(Santos& Owen,1966)o celular(Poulter&

Turk, 1972).

Sin embargo,cuandola administracióndel inmunosupresoresposteriorala infección,

el fármacoincrementala respuestamediadaporcélulas(Lagrangeet aL, 1974).

Porotraparte,la azatioprina,unnitroimidazolderivadodela6-mercaptopurina,parece

serun potenteinhibidor de las respuestasmediadasporcélulasT y tambiénparecereducir

eficazmenteel númerode célulasNK circulantes,aunquepuedesuprimir tanto la respuesta

inmune celular como la humoral (Clements& Davis, 1986). Su mecanismode acción es

complejo,si biensesuponequeactúacomoun antimetabolitoconimportantecitotoxicidady

propiedadesinmunosupresorassobrelos linfocitos T (Bach, 1985; Miescher& Beris, 1984;

Huskinsson,1984). Tambiénse ha referidoque inhibe la producciónde prostaglandinasen

diferentestiposcelulares(Homo-Delarcheeta!, 1988; 1990;Dottaneta!, 1987).

Finalmente,el FK-506 (tacrólimo), que es un inmunosupresorcon estructuratipo
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macrólido,actúasuprimiendolasrespuestasinmunes,tantolasmediadasporanticuerposcomo

por células. El tacrólimo es unas 100 veces más potenteque la ciclosporinaen inhibir

selectivamentela secrecióndediversostipos de citocinas(IL-2, IL-3, IFN-y). Asimismo,FK-

506tambiéninhibelaactividaddelos linfocitosB inducidapor anticuerpos.A nivel molecular,

la ciclosporinay FK-506 ejercensu accióninniunosupresoraa travésde un mecanismode

interacción con receptorescitoplásmicos,denominadosinmunofilinas, que producenla

inhibición de la transcripcióndeciertosgenesde citocinaspresentesen los linfocitos T. Entre

lascitocinasinhibidasseha señaladolaIL-2, JL-3, IL-4, GM-CSF,asícomoTNTF-a e IIFN-y

(Heroldet al., 1986;Granelli-Piperno,1988; Sigaleta!, 1992;Tokudaeta!, 1994).

El bloqueode las citocinasclavessecontraponea la activaciónde los linfocitos T y

ulterior potenciaciónde la respuestainmunitaria. No obstante,FK-506 no inhibe otros

productosgénicosde vital importanciaparala supervivenciacelular.

Los inmunoestimulantesensayadosen el modeloexperimentalde Ti vagina/lstienen

efectosdesiguales;mientrasqueel tratamientoconInmunoferón(glicofosfopeptical)favorece

un incrementoen el indicedepatogeniaestadísticamentesignificativo respectoal lote testigo,

porsuparte,la timoestimulina,si bien tambiénfavorecela exacerbaciónde las lesiones,éstas

son de menor importanciay el índice de patogeniade dicho lote no sufre una variación

significativarespectoal controlestablecido.

Inmunoferón,unglucomanano(polisacárido)extraídode la paredcelulardeCandida

utilis, está indicadoen inmunodeficienciassecundariasa enfermedadeso fármacospor su

accióncomo estimulantede las defensasdel organismo,y en general, como tratamiento

coadyuvantede terapiasespecíficasen aquellosprocesosneoplásicoso infecciososen los que

existedéficit de lainmunidadcelular.Moyay otros(1987)señalanqueel glicofosfopepticalen

presenciadeun mitógenocomoel lipopolisacáridobacteriano(LPS) escapazdeincrementar

los nivelesséricosde IFN-y.

Además,seproduceun significativoefectoestimulantesobrela actividaddelas células

NK en los ratonestratadoscon Inmunoferón(AM3), lo quepuedeexplicarseporlamarcada
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inducciónde IINIF-y y/o porunamodificaciónen la síntesisde prostaglandinas.

Por su parte, Rojo y su equipo (1986) en otros ensayosrealizadoscon el

glicofosfopéptidoen ratonesnormalesdestacanla síntesisde interleucina 2 (IL-2) y la

activaciónde célulasNIK de bazo,al cabode 2 semanasde tratamiento(30mg/Kg/día). Aún

más,en ratonesinmunosuprimidosseobservaciertarespuestamitogénicade los linfocitosT,

pero no seincrementala producciónde IL-2. Finalmente,segúnVillarrubiaeta! (1997), el

glicofosfopéptidoaumentala reactividadde los macrófagosy lascélulasNK tantoen ratones

comoen humanos;estasobservacionesayudana explicarcomoAM3 restablecelainmunidad

celularnatural y plantea la hipótesisde su aplicacióncomoadyuvanteen vacunasviricasy

bacterianas,

Los antecedentespresentadosparecencorroborarlos resultadosenel modelomurino

de IT vagina/ls, donde la administracióndel inmunoestimulanteglicofosfopepticalparece

favorecerla presenciade un fluido ascíticode carácterfibrinopurulento con presenciade

tricomonádidosvivos en la cavidadperitoneal,y la generaciónde lesionesabdominalesde

caracternecrótico, que evolucionanhacia la formación de abscesostricomonádidosmuy

aparentese incompatiblescon la supervivencia.

Porcontra,latimoestimulinaestáconstituidaporun complejohormonaldepolipéptidos

de timo bovino, cuya actividadbiológica determinauna estimulacióny regulaciónde la

respuestainmunitaria celular. Supliendoparcialmenteo potenciandolas funcionestímicas

inducela inmunocompetenciade los linfocitos T.

La timoestimulinaincrementasignificativamentela IL-2, los nivelesde IFN-y séricos,

la linfoproliferacióny expresiónde los receptoresfrenteaIL-2; asícomola citotoxicidad(Lin

etal, 1988).Tambiénseha sefíaladoquefavorecela reconstituciónfUncionalde lascélulasB

en casosde inmunodeficiencia(Lin etal, 1987).

García-Lechuzy colaboradores(1993)demuestran,enunmodeloexperimentalenratas,

quela timoestimulinaescapazdeimpedirel descensodel indiceCD4~/CD8>entejidoesplénico
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despuésde la inmunodepresiónquirúrgicapor reseccióndel intestino delgado.Estemismo

efecto,sin embargo,no fUe observadocon el inmunoestimulanteInmunoferón.

La administraciónde un factor como TP-1 a ratonesproduceun incrementode la

actividaddelas célulasNK (Bistoni eta!, 1984).

Los antiinflamatoriosno esteroideos(AINEs) introducidosen el modelo murinode IT

vagina/ls hanfavorecidola disminucióndelas lesiones.En particular,los ensayosrealizados

tantocon piroxicamcomoconmetamizolpermitenla disminucióndelos índicesde patogenia

de los lotestratadosconlos fármacosrespectoalos testigos.La intervenciónenlos procesos

inflamatoriosderivadosde la infección experimentalseproduceadiferentesnivelessegúnla

naturalezade los compuestos.

Los AINEs son moléculasplanasde carácterlipófilo, capacesde insertarseentrela

bicapalipídica de las membranasde leucocitos,produciendoalteracionesen su viscosidady

afectando,portanto, a los procesosdetransduccióndeseñalesquetienenlugaraestenivel.

Como consecuencia,alteranla actividadde enzimasasociadasaestasmembranas,como la

fosfolipasaC enmacrófagoso laNADPH oxidasaen neutrófilos.

Estosfenómenosfisico-quimicosproduceninhibición de la síntesisde prostanoides,

incluidas prostaglandinas,por inhibición reversiblede la ciclooxigenasa,inhibición de la

agregaciónneutrofilica,inhibicióndelamigracióndepolimorfonuclearesy monocitosalazona

inflamadae inhibición en la generaciónde radicalessuperóxidopor los neutrófilosy en los

procesosde degranulaciónde las enzimaslisosomalesdeleucocitosactivados(Abramson&

Weismann,1989).

Probablemente,a nivel de las proteínasG, el piroxicamproduceunaalteraciónen las

moléculasde adhesiónen la superficie del leucocito. Este MiNE previene los cambios

conformacionalesdelasintegrinasinducidosenneutrófilosy linfocitos,entreotrosagentes,por

las citocinas,de tal maneraqueimpide los procesosde adhesiónde leucocitosa las células

endoteliales,evitandolos fenómenosde infiltración (García-Vicuña,1997).
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La fUnción inhibidora de la ciclooxigenasa(COX-2) de los AINEs pareceser de

particular interés en nuestro modelo experimental,por cuanto el extractoDIFUR de

Po/ypodium decumanumn, que carece de la misma, aunque presente propiedades

antiinflamatorias,es incapazde producir una disminuciónde la mortalidady las lesiones

producidaspor Ti vaginali&

De otraparte,el efecto inhibitorio de metamizolsobrela síntesisde prostaglandinas

(PGE2)en los macrófagospodríarepercutiren la inhibición de las célulasqueproducenlas

citocinasproinflamatorias(IL-4 eIiL-6), enla regulaciónnegativadel incrementode ll~- 1 y en

la estimulaciónde la síntesis de IIL-2 e IL-lO (citocina antiinflamatoria), segúnse ha

demostradoen un modelo de sepsisquirúrgica en ratas(García-Alvarezet al., 1997). El

incrementoen la síntesisde IL-lO que provocametamizol,inhibiendo la producciónde las

citocinasIL-4 e IL-6, parececonstituirseenel mecanismoflmdamentalparaelucidarlos efectos

antiinflamatoriosdel fármaco.

La síntesisdeIt-LO (linfocitosTIC) producidaporla estimulacióndemetamizolpodría

intervenir,al mismo tiempo, en la inhibición del IFN-y (linfocitos Thl). Estacircunstancia

unidaala inhibición dela ciclooxigenasa(disminucióndelasprostaglandinas)y la disminución

de los fenómenosde infiltración leucocitaria,neutrofiliae hipersensibilidadretradadaparecen

conducir a una reducciónde la patogeniaevaluadatras el tratamientocon el AINE en el

modelomurinode IT vaginalis.

SegúnPaul(1993)los dosproductosfundamentalesde lamodulaciónde lainflamación

por los linfocitos T son lEN-y e IL-4, ademásdel factor estimulantede colonias(CSF). En

respuestaa un antígenoespecífico,los linfocitos T producenglicoproteinassolublescuya

función es activarmacrófagosy otras células fagocíticascon importantespapelesen la

inflamación.La producciónde lEN-y incrementala funciónfagocíticade manerainespecífíca

(Nathan,1992),promuevelafusión celularenpolicarionesin vitro y porsimilaresmecanismos

puedejugar un papelcentralen la formacióndel granulomain vivo (Weinbergeta!, 1985),

asimismoactivala secrecióndemacrófagosdenumerososproductostalescomo1W 1 y TNF-a.

Por último, ¡FN-y también inducemarcadoscambiosen la estructuray función de los
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macrófagos.Enneutrófilos,lEN-y pareceincrementarlaactividaddelmetabolismorespiratorio

(Bertonet aL,1986).

La IL-4 tambiénesun importantereguladordela inflamación(Defrancoet aL,1987),

que escapazde activarla proliferacióndelas células1, siendoun componenteimportantede

suontogenia(Zlotnik eta!, 1987),y estimulael crecimientodelos basófilosenla médulaósea

(Salto et aL, 1988). Finalmente, la IL-4 induce la formación de células gigantes

multinucleadas,lo quesugiereun destacadopapelen los procesosgranulomatosos(Meinnes

& Rennick, 1988). Asimismo, la IL-4 es capazde inhibir la explosiónoxidativa de los

neutrófilos(Abrahamson& Gallin, 1990).

Losefectosbiológicosquecoordinanambascitocinasparecenserinterferidosporlos

A[NEs, impidiendola evoluciónde la respuestainflamatoriadetipo retardadoqueseproduce

trasla infecciónexperimentalde IT. vagina/ls.

5.5.3. Otrosfármacosde interés:SAMe

Elensayode5-adenosilmetioninacomoagenteinmnunomoduladorenel modelomurino

de Ti vagina/lsno parecerendirel efectodeseado,produciendounadisminuciónaparentepero

no significativadela patogeniadel lote tratadoparaun nivel de confianzadel 5%. La dosis

farmacológicaadministrada, 16,80 mg/Kg/día durante 10 días, se ha seleccionadode

experienciasanálogas(García-Alvarezeta/., 1997),aunque,quizás,seríainteresanteplantearse

el efectode un aumentode dichadosis.

El compuestosulfoadenosilmetionina(SAMe)esunamoléculafisiológicapresenteen

todos los tejidosy fluidos del organismo.Actúacomodonadorde gruposmetilo y precursor

de tioles (cisteina, taurinay glutatión).En el hígadoescapazde regularla fluidez de las

membranashepáticasatravésde la metilaciónde fosfolipidos.

Aunquede formaaún no bienesclarecida,la síntesisde compuestostiólicos parece

incrementarla respuestainespecíficadel sistemainmunológico.
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En estesentido, Kinscherf y otros (1994) señalanque el descensode glutatión

intracelular y de las concentracionesde cisteinaplasmática se correlacionancon bajos

porcentajesde células CD4±.Mas aún, la inhibición de la actividadlítica de las células T

citotóxicasseha asociadoconun sustancialdescensode los nivelesde glutatiónintracelular

(Multhoffeta!., 1996).

Porotro lado,la taurinarestablecelaactividadproliferativadelinfocitosquedisminuye

en ratonesdeedadavanzada(Neg¿ro& Hara, 1992).De hecho,Bedrosianycolaboradores

(1991>informanquelataurodolina,un derivadodelataurina,parecemostrarprotecciónfrente

al shock endotóxicoy la muerte,considerandoel incrementode AMPe intracelularcomo

responsablede la supresióndel transportede las citocinas.Asimismo,Ma~rcink~ewiczy otros

(1995)señalanquelataurinainhibe la generaciónde óxido nítrico, prostaglandinas(PGE2)y

TNF-«.

En la misma línea, Gmundery su equipo(1991) observanque la síntesisde ADN

dependede los nivelesdecisteinaen los linfocitos T estimuladoscon drogasmitogénicasy se

fÚ~l1a~halado<fue la ausenciade,aminoácidossulfuradosdetienela mitosis
2dedos.linfocitosen

Enun modeloquirúrgicode sepsisexperimental,el tratamientocoitSAMe~4tibeel

descensodelascélulasactivascirculantesdel sistemainmune,muyenespecialdelosáipfocitos

T conmarcadorCD8±queseincrementandemanerasignificativa, asimismotambiénseinhibe

el incrementode los nivelesde 11-1 (García-Álvarezeta!., 1997).La enzimaresponsablede

la síntesisde SAMe es la SANIe sintetasa,que se encuentrainhibida duranteel procesode

sepsís.

Si parecenbien fundamentadoslos argumentosque atribuyena SAMe propiedades

inmunomoduladoras,no se explica fácilmenteel mínimo efecto observadoen el modelo

experimentalde Ti vagina/ls.No obstante,como posiblejustificación se puedeesgrimir la

potencial participación de SANIe en la activación del metabolismo de Ti vagina/ls
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En el parásitoseha reveladola presenciade un metabolismoactivo depoliaminas,con

la secreciónde enormescantidadesdeputrescina(Whiteet al., 1983);asícomoreaccionesde

transmetilación(Cooper,1983;Tabor&Tabor,1984)ydeactividadesSANIe sintetasa,SAMe

descarboxilasay ornitina descarboxilasa(North et al., 1986), que implican a SAMe en

importantesprocesosbiológicos.

Entre estosprocesosse destacala síntesisde poliaminas, en la cual SANIe se

descarboxilaprimero para reaccionardespuéscon la putrescinaformando espermidina.

Asimismo, Thongy colegas(1987)destacanqueTi. vagina/lsescapazde sintetizarSAMe a

partir de L-metioninaexógenay posteriormenteemplearlocomodonadorde gruposmetilo

en la metilación de lípidos (fosfolípidos), ácidos nucleicos, y posiblementeproteínas.

Finalmente,los autoresdestacanel catabolismodeL-metioninaatiolesvolátiles(metanotiol)

e introducenla posibilidad de que estoscompuestosintervenganen las interaccionesdel

parásitoconel hospedadory los otrosmicroorganismospresentesen la vaginahumanay su

expresiónpatogénica(Thongeta!, 1987).

Habiendosido establecidala relaciónentreSAMe y diferentesrutasdel ¡nétgbolismo

intermediariodeIT. vagina/ls,esposibleconcluir queel potencialefectoinmunomoduladordel

fármacoenel modelomuriuio sehavisto parcialmenteenmascaradoporel efectoqueel mismc*~.

tienesobreel parásitoy suexpresiónpatogénica.
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5.5.4. Sobrelos extractosvegetalesensayadosen el modelodeinmunomodulaciónde

IT vagina/ls: DIFUR (Polypodlum decumanmon), saponinas (Quil/aja

saponaria),PAL (Polypodiumleucotomos)y CTP

El fármaco DIFUR de laboratoriosCantabria se ha introducido en el modelo

experimentalde Ti vagina/lsporsu homologíacon el extractoPAL de ASAC Pharmnceutica/

JnterantionalA.I.E.conun resultadoextraordinarioe inesperado;aunqueambosparecenser

extractosvegetalesdePo/ypodlum,mientrasqueel tratamientoconPAL disminuyelaslesiones

provocadasporla infecciónparasitaria,el fármacoDIFUR exacerbalas mismas,y porende

dicho tratamientoincrementade manerasignificativael índicede patogeniarespectoa un lote

controlno tratado.

Segúnsehapodidosaberatravésdeun informecientíficodeASAC, la diferenciaentre

ambosextractosvegetalespareceradicaren su origennatural;porcuantosegúnCantabria,el

extractoCalaguala,originario de Honduras,estáconstituidopordiversasespeciesdelgénero

Po/ypodlum(P. decumanum,P. leucotomos,...),mientrasqueelextractovegetaldeASAC está

constituidoúnicamenteporP. /eucotomos(o P. aureum).

Porotraparte,los procedimientosde extraccióntampocosonidénticosporlo quees

muy pocoprobablequecoincidanlos principiosactivosseleccionados.De DIFUR seconoce

su eficaciafrentea psoriasis,dermatitisatópicasy artritis medianteun mecanismode acción

quesesuponevulneraalgunode los intermediariosde la respuestainflamatoria,en particular,

seha indicadoun sulfolípido que antagonizael factor activadorde plaquetas(PAF), que

intervieneen la agregacióny degranulaciónde leucocitos,inhibición de la proliferaciónde

linfocitose incrementode la permeabilidadvasculary quimiotaxisde neutrófilos.Asimismo,

seha demostradoque el extractoDIFUR exhibe cierta inhibición dosis-dependientede la

#ntesisdeleucotrienosB4 enleucocitoshumanos.Estaactividadinhibitoria parecesercausada

por los ácidosgrasospoliinsaturadoslinoleico, linolénico y ácido araquidónico.Dicho

leucotrienoB4 esun mediadorantiinflamatorioaisladoen cantidadesanormalmenteelevadas

en la piel psonasíca.

Finalmente,el extractoDIIFUR ha fracasadoen mostraractividadinhibitoria sobrela
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enzimaciclooxigenasa(COX-2), por lo que secomprendela escasaeficacia del producto

naturalen el controlde determinadosprocesosinflamatorios.

Si DIFUR parecedestinadoal tratamientode procesosinflamatorios agudoses

comprensiblelaescasaeficaciamanifestadaen el modeloexperimentalde Ti vagina/ls,donde

la infección intraperitonealprogresabajoun patrónde hipersensibilidadretardada.Porotra

parte,silos AINTEs ensayados,inhibidoresde la ciclooxigenasa,favorecenla disminuciónde

las lesionesy el tratamientocon DIFUR, incapazde inhibir la enzima,produceun incremento

de las mismas,entoncesmerecelapenacuestionarsesi la actividadciclooxigenasapudieraser

crítica en la evoluciónpatológicade las lesionesabdominalesy la mortalidadmurinaen el

modelode Ti vagina/ls.

La incorporaciónde un extracto bruto de Quil/aja saponariaen el modelo de

inmunomodulaciónde IT. vagina/lsha permitido verificar la capacidadadyuvantedel extracto

sobrelas defensasinmunológicasdel organismoquerecibela infecciónparasitaria.

La composiciónbásicadelextractode Q. saponariaconstadetriterpenoidesglicósidos

de esterolesy taninos(Oakenfiill, 1981)y elconocimientode suspropiedadescomoadyuvante

inmunológicose remontana principios de la centuria(Mosmann& Coffman, 1989). Más

recientemente,se ha ensayadola actividad inmunomoduladorade las saponinasiii vitro,

señalándoseque a muy bajasconcentracionestienencapacidadparainducir la proliferación

celularen cultivos de linfocitos (Chavalieta!, 1987).

Los mecanismosde acciónque inducenla división celular se debena la naturaleza

surfactantedeestoscompuestosy su potencialcapacidadparainducircambiosen lasuperficie

celular.

Las saponinaspuedenincrementarla permeabilidadde las células a nivel de las

membranas(Álvarez& TorresPinedo,1982).Talescambiosen los microambientesde las

membranascelularespermite incrementarel transportede micromoléculas,lo que incluye

señalestransmembranay la subsecuentedivisión celular(Coo~iér, 1973).Uno de los factores

que afectanel microentornocelularpudierafavorecerla uniónde ligan4osmitogénicosa la
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superficie celular (Singer & Nicolson, 1972). En este sentido, el agentemitogénico

fitohemaglutinina(PHA) ejercesu efectoatravésde la alteraciónde los microentomosde la

superficiecelulary la consecuentemodificaciónde los eventosdel transportetransmembrana

(Cooper,1973).Por suparte,la concanavalina(ConA) es un mitógenocuyo mecanismode

acciónimplica el incrementode la síntesisde colesterol(Edelman,1976;Yahare& Edelman,

1972).

SegúnChavali et a! (1987),las saponinasadministradasoralmenteincrementanla

proliferacióncelularin vivo, inducidapor la activaciónde las célulasTh. Comoporvía oral

las saponinasno pasanala circulación(Sidhu& Oakenfull, 1986>,no estáclarocomodichos

adyuvantesproducenla estimulacióndel sistemainmunitario. Secreeque estoscompuestos

tieneun efectoinicial sobreel sistemainmunológicode lasmucosas,el cualcausala activación

delascélulasTh(cooperadoras)e inducela secrecióndefactoressolubles.Laentradadeestos

mediadoresdentrode la circulacióninicia unamultitud de procesoscelulares.Los factores

solublesactúan como una señalsecundariano específicapara las células en división y

diferenciacióncomocélulasinmunocompetentes.

Laspropiedadesbiológicasde las saponinasde Q. saponarialesconviertenenbuenos

candidatosparala acciónadyuvanteen vacunas,siendoconsideradasporproducirunalenta

liberacióndel antígenoen la circulacióny su subsecuentelocalizaciónen el hígadoy el bazo

(Scotteta!, 1984).Desafortunadamente,algunassaponinassonaltamentehemolíticas(Price

et aL, 1987),y causanun dañotisular local en el sitio de la inyección(Allison et al., 1986).

Comparadacon la administraciónparenteral,sin embargo,laadministraciónoral de saponinas

esbien toleradaa mayoresconcentraciones(Drakeeta!, 1982;Phillipseta!., 1979).

La inmunomodulaciónproducidapor formulacionesde Q. saponaria generala

estimulaciónin vivo de la interleucina12 (11-12)y su efectosobrela respuestahumoral.

La capacidadde los adyuvantesparaactivar la presentaciónantigénicade las células

durantelainduccióndela respuestainmuneprimariaesdeimportanciacríticaparael desarrollo

de la inmunidadprotectoraa numerosospatógenos.La IL-12, producidapormacrófagosy
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otrascélulaspresentadorasde antígenos(D’Andreaeta!, 1992; Macatoniaet aL, 1995),es

un potenteinductorde la expresiónde y-IiFN a travésde las célulasT y NR (Chanet a!,

1991). Deotra parte,esun importantefactoren el controlde la diferenciaciónde las células

Th (Hsieheta!, 1993),favoreciendola expansiónde los linfocitosIhí (Sedereta!, 1993)y

suprimiendola diferenciaciónde los Th2 (Sedereta!, 1993;NIanetti eta!, 1993),un efecto

probablementemediadopory-IIFN (Wynneta!, 1994; Gatelyeta!, 1994).

En el modelo experimentalde inmunomodulaciónde Ti vagIna/ls, los animales

infectados,querecibenporvíaoralel extractobrutodeQ. saponaria,presentanel mismonivel

de lesionesquelos testigos(notratados).Estacircunstanciaparececoncordarconlo expuesto

respectoa la actividadestimulantede la respuestainmunitariade tipo Thl que sele atribuye

alas saponinas.Si la expresiónpatogénicadelaslesionespresentesenla infecciónexperimental

de Ti vagina/lsvienereguladafundamentalmenteporunfenómenodeinmunidadmediadapor

células,cualquieradyuvanteinmunológicoqueactúeenla mismalíneafavorecerála presencia

de las lesiones.

En cualquier caso, la dosis ensayadade 400 mg/Kg/día, los días -10,-5 y O

postinfección,ha producidola muertede un significativo númerode ratones,por lo quese

recomiendala segundaempleadade 200 mg/Kg/día(-l0,-5 yO díaspi.) que, si biencuando

seadministrade formaaisladano disminuyelas lesiones,cuandosecoadministracon PAL o

CTP produce un efecto sinérgico que incrementa exponencialmentela capacidad

inmunomoduladoradelos extractos,disminuyendodemaneraespectacularlaslesionesdebidas

a la infeccióncon Ti vagina/ls.En cuantoala toxicidad,Phillips etaL (1979)señalaronque

una concentraciónde saponinaspurificadasde 14 mg/ratón/díapareceinocua.

Elprimerextractovegetalconactividadinmunomoduladoraensayadohasido PAL, de

P. leucotomosquepresentaunareconocidacapacidadparamodificar la respuestainmunitaria

frenteadiferentespatologíascomola dermatitisatópica(Jiménezy col., 1986), la psoriasis

(Piñeiro, 1982; Vargasy col., 1983),el vitiigo (Mohammad,1989)o la esclerosismúltiple

(Carreñoy de Castro,1994).
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Parala evaluaciónde la actividadinmunomoduladoradel extractoPAL en el modelo

experimentalde IT vagina/lssehanestablecidola dosisy pautadetratamientomásadecuadas.

La dosisinicial valoradade 4 mg/Kg/díaresultaser ineficazparapromoveruna actividad

inmunomoduladorasignificativa.Por su parte, las dosisde 20 y 40 mg/Kg/díamanifiestan

nivelessimilaresde inmunomodulaciónde la respuestadel sistemainmunitario, porlo quese

establecela dosisintermediaparael desarrollode las experienciassucesivas.

A continuación,sehan ensayadodospautasde tratamientopostinfección(pi.), la

primeradel 30 al 70 día p.i. y la segundadel 8~ al 120 día pi.; ambasparecenincapacesde

inducir un efecto inmunológicoaparente.Finalmente,unapautapreinfecciónde 10 díasha

resultadoidóneaparala expresióninmunomoduladorade los extractosvegetalesenel modelo

experimental.

Aúncuandola cepaderatonesBALB/c sehamostradola mássusceptiblea lainfección

intraperitonealde Ti vagina/ls,seha recurridoa lacepaNMIRI pararealizarla mayorpartede

los ensayosde inmunomodulaciónporun criteriodeeconomíay disponibilidaddeanimalesde

experimentaciónennuestrolaboratorio.Dehecho,sólosehanutilizado ratonesBALB/c para

las experienciasqueintroducentécnicasde ELISA indirecto,porel carácterconsanguíneode

la cepa.

En un principio, la elucidaciónde la respuestainmunomoduladoradel extracto PAL

se ha restringidoa la evaluacióndiferencialde las lesionespatognomónicasen el modelo

experimentalde IT vagina/ls.En todaslas experienciasrealizadasconPAL, a la dosisy pauta

de tratamientoprefijadas, se verifica una disminución del índice de patogenia(lesiones

abdominalesy mort lidad) de un 10% a un 20%respectoa los ratonestestigosno tratados.

La infecciónexperimentalconTi vagina/lsparecegenerarunarespuestainflamatoria

dehipersensibilidadretardadacoordinadaporcélulasTh1 predominantemente;el tratamiento

conelextractoPAL debeafectaral balanceinmunitarioThl/Th2, regulandonegativamentela

respuestapreponderante,lo quese traduceen la disminuciónde las lesionesen el maréode

dichomodeloexperimental.
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En sentidoopuesto,Cuéllary su equipo(1997)habíandemostradoquePAL inhibela

respuestaTh2 en ratonesinmunizadoscon larvasdel tercerestadio(L3) deAnisakissimp/ex

y adyuvantecompletodeFreundporvíaintramuscular.Y asimismo,DeaAyuelaeta! (1999)

hanindicadoqueel extractoPAL suprimela respuestaTIC generadafrenteaun extractocrudo

solublede larvasLi de Trichine/la spira/is. Teniendobienpresentequeen ambosmodelos

parasitarioslarespuestahumoral(TIC) esprioritaria, la inhibiciónde larespuestaThl, quese

produce en nuestros caso, parece evidenciar que PAL presenta una actividad

inmunomoduladorasensustricto, ya queescapazde regularcualquierrespuestainmunitaria

alteradao aberranteinducidapor el insulto inmunológicomedianteel control del balance

Thl/Th2.

La determinaciónséricaporELISA indirectode las citocinasIFN-y e IL-4 parece

confirmar la hipótesis sobre el tipo de respuestainmunitaria dominanteen el modelo

experimentalde Ti vaginalis. Deunaparte,IFN-y esun marcadorespecíficode la respuesta

mediadaporlinfocitos Thl (respuestacelular), y de otra, la IL-4 esun marcadoralternativo

de las respuestasmediadaspor linfocitos Th2 (respuestahumoral).

De tal maneraque, en la infección experimentalcon Ti vagina/ls(lote control), se

observaun incrementomuy significativo de JFN-y séricoque alcanzasumáximoel día+10

postinfección(6825pg/ml) y quedespuésdisminuyehastarecuperarlos nivelesbasales(870

pg/niJ).El tratamientoconPAL modulanegativamentelos nivelesséricosdeIFN-y quedesde

el nivel basaldesciendena358 pg/ml el 100díapi., conun máximorelativode 378 pg/ml (día

±15p.i.).

Porsuparte,en el ensayode determinaciónséricade 11-4 sepresentaun incremento

en el lote control, quetrasla infecciónalcanzasu máximoel día+10postinfección(43 pg/ml)

y que, posteriormente,disminuye hastalos niveles basales(19 pg/ml). En estecaso,el

tratamientocon PAL anticipael máximo nivel de IL-4 (46 pg/ml) al día +5 pi., aunque,

independientementedeldesfase,la dinámicadelasconcentracionesseaidénticaquelamostrada

porel lote control.
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El extractoPAL parece,pues,capazde adelantarel nivel máximode 11-4en el suero

de los ratonesBALB/c infectadoscon IT vagina/ls, aunqueno pueda incrementarsu

concentración.

Si bien, la evoluciónde las citocinasIL-4 e IFN-y en el modeloexperimentalde IT

vagina/lsdiscurreenparalelo,parecequela segundamuestraunamayorexpresión,queseve

drásticamentemoduladaal introducirel tratamientoconPAL, en cuyocaso,la anticipaciónen

los máximosnivelesséricosde IL-4 coincidecon la depresiónde los nivelesde lEN-y.

En cuantoala composiciónfitoquimica del extractoPAL, solamenteha trascendido

la existenciade sesquiterpenos,triterpenos,taninosy saponinas.De hecho,la calagualina,

aisladadeP. /eucotomos, esunasustanciaactivafrenteacélulastumoralespertenecienteaeste

último grupo.Lossesquiterpenosno volátilestienenvariaspropiedadesfarmacológicasentre

las quedestacanla citotóxica/antitumoraly la antiinflamatoria.Las lactonassesquiterpénicas

sonun subgrupode estoscompuestos,con mayorpotenciaenestasactividadespuesseunen

a gruposnucleófllos, formandobasesde Schiff, que producenel bloqueode numerosas

enzimas.Los terpenospresentancomplejosmecanismosde acciónqueafectantantoanivel

celularcomoamediadoresinflamatorios(Navarro,1998).Enestesentido,sehacomprobado

que mediantemecanismosque afectana los procesosde expresiónde proteínas,algunos

terpenosdisminuyenla biosíntesisdecitocinas.Así el ácidoacantoicoutilizado en la medicina

tradicional parael tratamientode enfermedadesreumáticas,suprimela liberaciónde 11-1 y

TNF-aenmonocitoshumanosestimuladosporsílice, sinafectaralos nivelesde otrascitocinas

comola 11-6(Kanget al., 1996).Porotraparte,los triterpenossonlaestructurabasede las

saponinas-de propiedadesantimicrobianas,antifungicasy expectorantes-y de glicósidos

cardiotónicos(Banthorpe,1991; Bruneton, 1991). En cualquier caso, carecemosde la

información suficiente para caracterizarel principio activo que otorga las propiedades

rnmunomoduladorasal extractoPAL.

La introduccióndeextractosconnaturalezainmunomoduladorahapermitidoun mayor

conocimientode la regulaciónde la patogeniay la respuestainmunea IT vagina/ls atravésde

la evaluaciónde las lesionesy la mortalidadsegúnel modelode infecciónexperimental.
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En el análisis del extractovegetal CTP, ensayadoen el modelo experimentalde

inmunomodulaciónde Ti vagina/ls,sehanmantenidoladosisy pautadetratamientode PAL

parapoderestablecerunaevaluacióncomparativaentreambos.

LasexperienciasrealizadasconCTPmuestranunavigorosaaccióninmunomoduladora

del extracto,que setraduceen unadisminuciónde la patogeniaen torno aun 15%respecto

al lote testigono tratado(control).

Nuevamente,el estudiode las citocinas11-4 e IFN-y presentesen los suerosde los

lotes experimentalesmediantela técnicade ELISA indirecto facilita la interpretaciónde

nuestrosresultados.Si el lote controlpresentala máximaconcentraciónde IFN-y el día±10

pi. (6825 pg/ml), el extractoCTP modula negativamentedichosniveles, alcanzandoen el

mismoperiodounaconcentraciónde 648 pg/ml.

No obstante,los perfiles de lEN-y de los extractosvegetalesensayadospresentan

dinámicasmuy diferentes;si bienel lote tratadocon PAL desdeel nivel basal(870pg/ml enel

día-5 pi.) desciendehasta179 pg/ml el díade la inoculación,parafinalmentemantenerseen

358 pg/ml el día±10pi.; porcontra,el lote tratadocon CTP desdeel nivel basal(880pg/ml

eneldía-5pi.) asciendeligeramentehasta1771 pg/mleldía0paradescenderprogresivamente

hasta127 pg/ml el día+15 pi.

Asimismo,el lote tratadoconCTPmuestraun abruptoincrementode11-4quealcanza

su máximaexpresiónel día de la inoculacióndel parásito(45 pg/ml) y que disminuye

paulatinamenteamedidaque progresael tiempode observaciónexperimental(32 pg/ml).

Teniendoen cuentaquelos nivelesde 11-4 en el lote control sonde 43 pg/ml (+10pi).

Porotraparte,destacamosque el extractoCTP potencialaproducciónde IL-4, alcanzando

el máximoinclusoantesde recibirel insulto inmunológico,10 díasantese independientemente

dela infecciónexperimental,lo queproducelainhibicióndela expresiónserológicadel lEN-y.

En cuantoala composiciónfitoquimica de CTP seha señaladola presenciadeácido

fumáico, ~-sitosteroly taninos.El ¡3-sitosterolpresentaactividadantiinflamatoriacuandose
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administraporvía oral/intraperitoneal,aunqueesincapazde inhibir la actividadenzimáticade

las ciclooxigenasay lipooxigenasa(Breu et a!., 1992). Se ha demostradoque afectanal

comportamientode las membranasplasmáticasproduciendomodificacionesen su estructura

y composición(Aaradeta!, 1996),cambiosen sufluidezy permeabilidady alteracionesenla

actividadde numerosasenzimasunidasaestasmembranas(Hennessey,1992).Porotro lado,

Lozoyaeta! (1995)demuestranla actividadinhibitoria del crecimientoque presentanlos

taninosen otro extractoMMT (Mimosatenuijiora). No obstante,sedesconoceel principio

activo responsablede la actividadinmunomoduladora.

Según Rodero (1998), el extracto CTP parecedeprimir la respuestahumoral T-

dependientepotenciandoelcambiodeclaseinducidoporantígenostimoindependientesdetipo

II en un modelo experimentalde inmunizaciónde antígenosde LIII de Anisakissimp/exy

adyuvantecompletode Freund.

Porotraparte,nosplanteamossi la actividadhepatoprotectoraquecitan(ASACXVII,

1998)ha podido interveniren la disminuciónde laslesioneshepáticasqueseproducenen el

modeloexperimentalde Ti vagina/ls.Enapoyodeestahipótesis,(ASAC XVIII, 1998)revelan

por estudioshistopatológicosen ratael incrementode los procesosde regeneracióntras el

tratamientocon el extracto.

Para concluir, se ha evaluado el potencial sinergismo entre PAL+metamizol,

PAL±saponinas,CTP+metamizol,CTP+saponinasy, finalmente,PAL+CTP.

El sinergismoimplica quedosagentesterapéuticostrabajenparaproducirun efecto

mayorqueel esperado;existiendounaampliavariedaddemecanismosporlos cualessepuede

producirun efectosinérgico(Hlatky & Whittemore,1991).

El extractoPAL queseadministracon la dosistriple de saponinasorales~tdduceun

extraordinarioefectosinérgicoenladisminucióndelapatogenia,aproximadamente’déun 15%

respectoa los testigosno tratados.Estacircunstancia,esaúnmássorprendenteporcuantolas

saponinasindividualmenteno produjeronningún efecto significativo. Si como se señaló
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anteriormente,las saponinasde Q. saponariapotencianla respuestaThl a travésde la

activacióndela IL-12 pareceparadójicoel comportamientosinérgicocon PAL queinhibe la

respuestaThl enel modeloexperimentalde Ti vagIna/ls.A no serqueel mecanismode acción

dePAL comoinmunomoduladorrespondademaneramáseficazcuantomayoresel estímulo

(infecciónexperimental+adyuvante).Estahipótesisrequerirádeexperienciasadicionalespara

suconfirmación.

El sinergismo entre CTP+saponinases, quizás, más discutible, por cuanto la

disminuciónde la patogeniadel 15% es similar a la producidaen el ensayo con CTP. El

extracto,probablemente,anticipalos nivelesde 11-4regulandonegativamentela inducciónde

la expresiónde lEN-y procedentede la infecciónde IT vagina/lsy del adyuvante.De todos

modos,el efectoinmunomoduladorde CTP pareceimponersefrentea las saponinas.

El resultadode lacoadministracióndePAL±metamizoly CTP+metamizolresultamuy

sorprendenteporinesperado,ya queseproduceel antagonismodelos componentes,quepor

separadofavorecenla disminucióndela patogeniaen el modeloexperimentalde Ti vagina/ls.

En el terrenode las hipótesisse ha planteadola posibilidadde queentrelos AINEs y

los extractosseestableciesealgúntipo de competencia,pe.enel transportesanguíneoatravés

de proteínas plasmáticas que indujese la pérdida de la eficacia antiinflamatoria e

inmunomoduladora,respectivamente.

De otra parte, Tsuboi y colaboradores(1995) han descrito que los fármacos

ant~jnflamatoriosno esteroideosregulandiferencialmentela producciónde citocinasen los

linfocitos humanos,estimulandola producciónde LEN-y, 11-2 y TNF-a e inhibiendo, en

9ontraste,laproducciónde It-4 e 11-6.En el mismosentido,García-Alvarezy otros(1997)

enun modelode sepsisquirúrgicaconfirmanquemetamizolfavoreceladisminucióndela IL-4

e 1L-6. Estos resultadospodríanexplicar la contraposiciónentrelos extractosvegetalesy

metamizol,perocomplicanlajustificacióndel comportamientodemetamizolenuntratamiento

único.
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Finalmente,la sinergiaque se produceen el tratamientode PAI±CTPes la más

extraordinariade las ensayadas,la disminuciónde la patogeniasesitúaen tomo al 20%, y

pareceaunarambosefectosinmunomoduladoresquetiendenainhibir la respuestainmunitaria

ThI predominanteen el modelo experimentalde Ti vagina/ls.Los diferentesmecanismosde

acción en los que intervienenPAL y CTP parecenexplicar la resultantesinérgica del

tratamientocon ambosextractos.

Enconclusión,sedebeseñalarqueal prometedorfuturo delos extractosvegetalesPAL

y CTP como inmunomoduladores,esprecisoañadir,un no menoshalagíleñohorizontea la

administraciónsinérgicade ambos,o bien, ala intervenciónde agentesadyuvantesde origen

vegetal,comolas saponinas,quedisponganla respuestainmunedel hospedadory facilitensu

modulación.
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¡a~~ La eficacia de las tiadiazinasdisustituidassobreTrichomonasvagina/ls no está

relacionadacon la introducciónde radicaleslípófilos enposición3. Así,a la seriede

los finfuril derivadospertenecenlos compuestosmásactivosdela serie,tantofi vdro

comoin vivo.

2~.- Laanalogíaestructuraldela seriedeaminasacomplejadascon Cu2~conderivadosde

lastiadiazinasdisustituidasdebeserlacausadelainteresanteactividadtricomonicida

de alguno de los compuestosde la serie. No es el caso de las tiazepinasy

benzotiazepinas,cuyaanalogíaconlasfenotiazinas,productosdereconocidaactividad

antiprotozoósíca,hizopensarapriori enla posibilidaddeencontraralgúncompuesto

activo.

32 - Considerandolacomplejidadde la interacciónparásito-hospedadorqueseestablece

trasla infecciónsistémicaconTi vaginalis,la validacióndel modelomurinoparala

detenninaciónde lapatogeniaexperimentaldelparásitodeberealizarseconunacepa

dereferencia,ennuestrocasolaCI -NIH (ATCC),de contrastadavirulencia,afin de

no introducir factoresde variabilidadenel sistema.

42 Los ratones consanguíneosde la estirpe BAiLB/c han mostrado la máxima

susceptibilidada la infección intraperitonealcon Ti. vaginalis, si bien los NMRI

respondendeformaadecuaday desarrollanlesionesreproducibles,porlo quesonuna

alternativaválidasiemprequela relacióncoste/previsiónde resultadosno justiflque

la utilizaciónde animalesconsanguíneos.

~ La evaluaciónde la patogeniaexperimentala los 30 díasde la infecciónno aporta

mayorinformaciónque la obtenidaen 15 días,siempreque seinocule un número

suficientede parásitos(í0~ tricomonas/ratón).
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a

El modelomurinode infecciónintraperitonealdetectadiferenciassignificativasen la

patogeniaexperimentalde los aislamientosclínicosestudiados,porlo quesepropone

su aplicaciónen ensayosde caracterizaciónbiológicade cepasde Ti vagina/ls.

7a El análisisestadísticoaplicadoa la valoraciónde lapatogeniaclasificacorrectamente

el 100%de losaislamientosclínicosestudiados,lo queconfirma la validezdel baremo

utilizado. De otra parte, subraya la importancia del factor lesionesfrente a la

mortalidad,siendola lesiónhepáticala másrepresentativade lapatogeniaexperimental

de Ti vagina/ls

8½ Los ratonesBAIB/c infectadosintraperitonealmentecon Ti vagina/ls sufren un

drásticoincrementoen los nivelesséricosdeLEN-y, que alcanzala concentraciónmás

alta en el periodo de máxima mortalidad, registrándosesimultáneamenteniveles

significativos de It-4. En consecuencia,el escenarioinmunológicogeneradotras la

infecciónescompatiblecon un procesoinflamatorio reguladoporunarespuestaThl

y en menor medida TIC. El tratamientocon inmunoestimulantes,que exacerbala

patogeniaexperimental,e inmunosupresoresy MiNEs,queladisminuye,confirmadicha

interpretación.

1 0a• - El tratamientoconel extractodePolypodiumleucotomos(PAL), previoala infección,

suprimela respuestadominantedisminuyendola concentraciónde1W-y, alavezque

anticipael nivel máximode11-4; porlo quepresentaunaactividadinmunomoduladora

sensustricto, regulandola respuestainmunitariamedianteel control del balance

Th1 /Th2.

1 1a•~ El tratamientocon el extractoCTP provocaunadisminuciónde los nivelesséricosde

IFN-y, siendoel aumentode11-4previoe independientede la infecciónexperimental.

Trassu administraciónconjuntacon PAL, seproduceun incrementosignificativo en

los nivelesde IL-4 con posterioridada la infección.Ello unido al menordesarrollode

lesionesenlos animalesinfectadostrasel tratamientodemuestrael efectosinérgicode

ambosextractos.
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I2~ La utilización de un extracto de Quillaja saponaria como adyuvante, mejora

considerablementela eficaciatantode PAL comode CTP, lo queconfirmael efecto

inmunopotenciadorde las saponinas.
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ANEXO 1

HIPERSENSIBILIDAD DE TIPO IV (O RETARDADA).

En términos generales, y segúnlaclasificaciónde Coombsy Geil, lahipersensibilidadde
tipo IV incluye aquellasreaccionesque tardan en desarrollarse más de 12 horas tras una

estimulaciónantigénicaapropiada,implicandomecanismosmáspropiosde la inmunidadcelular
quede lahumoral. Aquí seincluyentodasaquellasreaccionesmediadasporcélulascapacesde
generardañostisulares,lo quesuponela incorporaciónde los mecanismosinmunopatológicos
provocadospor lascélulas1 citotóxicas.

Sonreaccionesinflamatoriascomplejas,enlasquedeentradaintervienenniacrófagosy
fibroblastos,para posteriormenteenifitentarsea un antígeno,requiriendo la participaciónde
linfocitos1 sensibilizadosquedañanlos tejidosdelhospedador.Fundamentalmente,estareacción
semícia por las citocinasde los linfocitos Ihí que atraeny activanmacrófagos,célulasNK,
linfocitos citotóxicosy neutrótilos.

A diferenciadeotrasformasde hipersensibilidad,la detipo IV no puedetransferirsede
un animal a otro medianteel suero,pero sí por las células 1 (células Ihí en los ratones).
Obviamente,estáasociadaconlainmunidadprotectoramediadaporcélulas1, aunqueno siempre
hayunacorrelacióncompletaentrehipersensibilidadretardadae inmunidadprotectora.Enotras
ocasiones,
los mecanismosimplicadosprovocandañostisularesdebidosaefectossecundariosindeseables
quesurgenararzde la acciónantimicrobiana,o biende derivadosde suacciónfrenteaantígenos
no microbianos,p. e. alérgenos.

Los tiposmis comunesdehipersensibilidadretardadasonporcontacto,tuberculínicay
granuloniatosa.

La hipersensibilidadgranulomatosase produce,habitualmente,a consecuenciade la
presenciade un microorganismou otraspanículas,que la célula es incapazde destruir.En
ocasionespuedeestarcausadapor lacontinuapresenciade inmunocomplejos.

Losgranulomasestánformadosporla agregacióny proliferacióndemacrófagosy pueden
persistirdurantesemanas.Estareacciónes,porsusconsecuenciasclínicas,lamásgravede todas
lasrespuestasdehipersensibilidadretardada.La complicaciónparaidentificarel tipoderespuesta
de hipersensibilidadseacrecientacuandolos4ifcrentcstipos de reacciónse solapano bien
ocurrensecuencialmentetrasun solo estímuloantigénico.

Asimismo,lainterpretaciónfuncionalsobrela regulacióndelarespuestainmunitarianos
obligaa pensarquela supervivenciadelparásitorequierela reduccióndc la inmunidadmediada
porcélulasdelhospedador.
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Mecanismo general de las reacciones de hipersensibilidadretardada(DTH):

a) Fasedesensibilización:Reconocimientodelantígenoextraño,supresentaciónacélulas
T virgenes (que no hanentradoen contactocon el antígeno)y la posterioractivaciónclonal de
las mismas. En los ganglioslinfáticos, los linfocitos Thl se activan, se expanden clonalmente y
dan lugar a una poblaciónmemoria,ya sensibilizada frente al antígeno.

b) Fasedeprovocación:Enlaque el segundocontactoconel antígenodesencadenauna
respuestaDIII completa,contresetapasdiferenciadas:

- Etapade activación:Lapresentacióndel antígenoy laproduccióndeotrascitocmasco-
estimuladorasporpartede la célulaspresentadorasde antígeno(APCs) comola IL-1 activanlos
linfocitos Ihí CD4 que, una vez activados,comienzanla producciónde citocinasparael
desarrollode la faseefectora.

• IL-2, de acciónautocrinay paracrina.Esla claveen los procesosde activacióndel
linfocito T y necesariaparala síntesisdelIFN-y e INF-czy linfotoxina.

• IFN-y, mediadorde larespuestaDIII, siendosusefectosprincipaleslaactivaciónde
macrófagosy el aumentoen la expresiónde moléculasde claseII sobreAPCs:
macrófagosy célulasendotelialesfundamentalmente.

• TN?F-~ o linfotoxina (LI). Aumenta la capacidadde las células endoteliales para

reclutary activarleucocitos.

- Etapa efectora que se subdivide en:

a. Desarrollo de una reacción inflamatoria localizadamediantela regulaciónde las
célulasendotelialesvascularesdelprocesoinflamatorio.

a.1.) Producciónde prostaciclinas(PGJ2),NO y quimiocinas(IL-8) que actúan
comofactoresquiniioatrayentesquefavorecenla extravasaciónleucocitaria.

a.2.) Porotro lado, TNF-a,inducenla expresiónsecuencialmentede moléculas
deadhesióncomoE-selectina(adhesióntempranadeneutrófilos)y VCAM-
1 e ICAM-l, que permitenel posterior reclutamientode monocitos y
linfocitos 1 haciael lugar inflamatorio.

b. Fasede resolución,en la que los macrófagos,últimas células efectorasen las
reaccionesDIII, activadaspor‘FN-y queeliminaelantígenodesencadenantedetodo
elproceso.Al tiempoqueseliberanmediadoresinflamatorios(PAF)y otrascitocinas
IL-l, TNIF-a.

Desdeel punto de vista parasitológico,estahipersensibilidades la responsablede las
patologíashepáticasenla esquistosomosis,los granulomasproducidosporlaslarvasmigratorias,
las inflamaciones de la leishmaniosis,algunas lesiones producidaspor ectoparásitos,y
probablementepartede las lesionescardíacasde la enfermedadde Chagas.
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ANEXO II

Las citocinas segúnsuorigeny susefectossobrelas célulasdiana (Abbas et al., 1995),
se clasifican como: factores de crecimiento hematopoyético, interferones, linfocinas, monocinas

y qumMocmas.

Factoresdc crecimientohematopoyético

NOMBRE EFECTOS

Factoresestimulantedc coloniasdegranulocitos -Favorecelaproducción.maduracióny diferenciación
(G-CSF) deprecursoresneutrófilos.

-Aumentala actividaddeneutrófilosmaduros.

Factorestimulantede granulocitosmacrófagos -Favoreceel crecimientoy diferenciaciónde células
<GM-CSF) progenitorasmultipotenciales.

-Actúa sobre la diferenciación dc granulocitos y

fagocitosmononucleares.

Factorestimulantedecoloniasdc monocitos
macrófagos(M-CSF)

-Favorece la producción ir diferenciación de
monocitos.

Interferones

ÑoMnm~ FUENTECELULAR 1. EFECTO

Interferón-cz(IFN-t) Monocitos/macrófagos
LinfocitosB
CélulasNK

-Inhiben la replicaciónviral, ya
que favorecen la síntesis de
proteínas que inhiben la
replicaciónde ADN o ARN viral.
-Inhibenla proliferacióncelular.

Interferón-~(lEN-ji) Fibroblastos -Activana lascélulasNK.

Interferón-y (LFN-y) Linfocitos T
CélulasNK

-Es el principal activador de
macrófagos,a partir de linfocitos
T, favoreciendola formación de
radicaleslibres.
-Aumenta la expresión de

moléculasdeclase1 y II delCMH.
-Favorece la diferenciación de
linfocitosT y B.
Activador de la generaciónde
especiesreactivasde oxígeno en
neutrófilos.
-Estimulala actividadcitolítica de

célulasNK.
-Activa las células endoteliales
parala expresiónde moléculasde
adhesión.

1



Linfocinas

mbre 3 Fuente lula Efectos

Interleííc¡na-2(iL-2) Linfocitos T activados -Factorde proliferaciónautocrino
y paracrinodelinfocitosT.
-Factor de proliferación de
linfocitos13. Favorecela secreción

de anticuerpos.
-Aumentalaactividadcitolíticade
lascélulas=4K.

Interleucina-3(IL-3) Linfocitos T
Célulascebadas

-Estimula la diferenciación y
proliferación de células
hematopoyéticasen la médula
ósea.
-Promueve la proliferación y

desarrollode célulascebadas.

Interleucina-4(1L-4) Linfocitos T
Célulascebadas
Basófilos
Macrófagos

-Factor de proliferación y
diferenciación de linfocitos E.
Favorece la secreción de
anticuerposIgE.
-Induce la diferenciación de
linfocitos.
-Activa la célulaendotelialparala
expresión de moléculas de
adhesión específicas para
linfocitos, monocitosy cosinófilos.
-Factor de proliferación de
mastocitos.
-inhibe la activación de
macrófagos.

interieucina-5(IL-5) Linfocitos Th
Célulascebadas
Eosinófilos

-Estimulala proliferacióny activa
lasfuncionesdeloscosinófilos.
-Favorece la diferenciación de
linfocitosB.

Interleucina-6(IL-6) Linfocitos T
Monocitos/macrofagos
Célulasendoteliales
Fibroblastos

-Efectossistémicos:
Estiniula la producción de

proteínas de fase aguda en
hepatocitos.
Actúacomopirógenoendógeno.
Favorecelaproliferacióndecélulas
madrehematopoyéticas.
-Efectoslocales:
Factor de crecimiento y

diferenciacióndelinfocitosE y T.

Interleucina-9(LL-9) Linfocitos T -Incrementalaactividaddecélulas
cebadas.
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1Nombre 1 Fuente celular Efectos
Interleucina-lO(IL-lo) Linfocitos Th

Macrófagos
LinfocitosB

-Inhibe la activaciónde linfocitos
T mediadapormacrófagos,ya que
disminuye la expresión de
moléculasde claseII del CMII y
la secreciónde citocinasen estos
macrófagos.
-Favorece la proliferación y

secreción de anticuerpos en
linfocitos13.

Intcrleuc¡na-13(IL-13) Linfocitos T -Inhibela producciónde citocinas
enmonocitos/macrófagos.
-Estimula el crecimiento y
diferenciaciónde linfocitos B, así
comola secrecióndeIgE.

Interleuc¡nas-14(IL-14) Linfocitos T -Favorece la proliferaciónde
linfocitosE activados.

Linfotoxina Linfocitos T -Activadordeneutrófilos.
-Activador de célulasendoteliales
parala expresiónde molécualsde
adhesióny secreciónde citocinas.

Monocmnas

t Efectos dc (IL-i)
Efectoslocales -Sobrecélulasendoletiales -Favorece la expresión de

moléculasdeadhesiónespecíficas
paraneutrófilosy monocitos.

-Sobrelinfocitos -Favorece la proliferación y
activaciónde linfocitosE y T.

-Inducela expresióndel receptor
paraIL-2.
-Induce la expresióngénica de
linfocinas.

Efectossistémicos -Sobreel hipotálamo

-Sobreel hígado

-Sobrela médulaósea

-Sobreel metabolismo

-Produce fiebre mediadapor la
generacióndePGE2.
-Incremento en la secreciónde
ACm por partede la hipófisis
produciendotantola liberaciónde

glucocorticoidesendógenos.
-Inducción de la síntesis de
proteínasdefaseaguda.
-Estimulaciónen la producciónde
factores de crecimiento
hematopoyético,favoreciendo la
leucocitosis
-Caquexia.
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Monocinas

___________________________ ¡ Efectosdel TNF-a __________________________
1

-Sobrecélulasendoteliales

-Sobreleucocitos

-Induce la expresión de moléculas
de adhesión.

-Activa a monocitos/macrófagos.
neutrófílos, cosinófilos para
combatir microorganismos.
-Inducela produccióndecitocinas
en monocitos/macrófagos(It- 1,
IL-6, quimiocinas y el propioTNF-
a).
‘-Potenciala lisis mediadapor
al aumentar la expresión
moléculasdeclase1.

Te.
de

Efectossistémicos -Sobreel hipotálamo tFiebredependientedePGE
2.

-Sobreel hígado -Inducela síntesisdeproteínasde
faseaguda.

-Sobrela médulaósea -Inhibe la división de la célula
madrede la médulaósea,

-Sobrela coagulación -Activael sistemadecoagulación.
-Sobreel metabolismo -Produce caquexiapor inhibir la

liberaciónde ácidosgrasosde las
lipoproteinas. y alterar el

catabolismo de proteínas en
músculo.

1: Fuente celular’ Efe¿tos j..

Interleucina-12(JL-12) Monocitos/Macrófagos -Es el máspotenteactivadordelas
Linfocitos T célulasNEC para la secreciónde

IFN-y. Además favorece su
crecimientoy actividadcitolítica.
-Incrementala actividadcitolítica

de linfocitosTey macrófagos.
-Actúa sinérgicamentecon otras
citocinas favoreciendo la
proliferación de células

hematopoyéticas.
-Favorece la diferenciación de

linfocitosTE.
Inhibe la secreción de IgE en
linfocitos 13.

Interleucina-15(IL-15) Monocitos -Estiniula la proliferación de
Linfocitos T linfocitos T. con actividadsimilar
Célulasdel estromade la médula a la de la11-12.
ósea

Iv

Efectoslocales



Q iiimjo c¡ nas

1~ Nombre Fuentecelular Efectos1

Interleucina-8(IL-8) Monocitos/macrófagos
LinfocitosT
Neutrófilos
Célulasendoteliales
Fibroblastos,..

-Factor quimiotáctico para
neutrófilos,linfocitosTybasófilos.
-Activa los neutrófilos para la
liberacióndeenzimaslisosomales
y la generación de especies
reactivasde oxígenoy LTB.1.
-Favorece la adhesión de

neutrófilos y monocitosala célula
endotelial.

Proteínaquim¡otácticade
monocitos(MCP-1)

-

zMonocitos/macrófagos
FibroblastosLinfocitos E
Célulasendoteliales

-Factor quimiotáctico de
monocitos.-Estimula la liberación de
histaminapor basófilos.

-Regulala produccióndecitocinas
pormonocitos.

RANTES LinfocitosT
Plaquetas

-Factor quimiotáctico de
monocitos,linfocitos1, eosinófilos

y basófilos.
-Estimula la liberación de
histaminapor basófilos.
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