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EXPERIENCIAS Y RESULTADOS

4.5. TNMUNOMODULACION POR EXTRACTOS VEGETALES DE LA
RESPUESTA A LA INFECCION INTRAPERITONEAL CON 7. vaginalis.

4.5.1. Valoracion de la necropsia
4.5.1.1. Efecto inmunomodulador del extracto P. leucotomos

4.5.1.1.1. Seleccion de la dosis

Se ha realizado, en principio, en ratones NMRI, distribuidos en lotes de 10
animales, e infectados con T. vaginalis (dia 0) segiin la metodologia descrita en el apartado

3.2.2.2. de esta memoria. Las pautas de tratamiento con PAL ensayadas han sido las siguientes:

A) Preinfeccion
4 mg/Kg/dia, los dias -10 a 0 post-inoculacion (p.L.).
20 mg/Kg/dia, los dias -10 a 0 post-inoculacion.

B) Post-infeccion
20 mg/Kg/dia, los dias 3 a 7 p.i.
20 mg/Kg/dia, los dias 8 a 12 p.i.

En cada una de las pruebas se dispuso del correspondiente lote de control de la
infeccion, con el que se comparan los indices de patogenia de los lotes tratados mediante el test

de la U de Mann-Whitney.

Una vez seleccionada la dosis de 20 mg/Kg/dia, se pasa a comprobar su efecto en
ratones BALB/c, incluyendo un lote adicional que recibe dosis de 40 mg/Kg/dia en el mismo

periodo de tratamiento.

En las pruebas consecutivas con farmacos de referencia se introducen lotes

experimentales tratados con PAL que confirman dicha dosis y pauta de tratamiento.
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EXPERIENCIAS Y RESULTADOS

TABLA 4.57. Valoracion paramétrica del ensayo de inmunomodulacion de PAL (4 mg/kg/dia) en el
modelo de patogenia experimental de 7. vaginalis.

CONTROL M. LA P. B./P.E. H(V). H(D). 1P
RATON 1 0 0 6 12 6 8 2
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 467 0,89 8,00 11,33 7,56 6,89 30,33
DE. 7,00 1,45 1,41 1,41 2,40 3,76 8,06
PAL 4 M. LA P. B./P.E. H(V). H(D). LP.
RATON 1 14 2 8 12 8 6 50
2 6 2 8 12 8 12 48

3 6 2 6 12 8 10 44

4 6 2 6 12 8 10 44

5 0 4 6 12 10 12 44

6 0 0 4 6 6 4 20

7 0 0 4 10 6 2 2

8 0 0 6 10 8 6 30

9 0 0 4 6 4 4 18

10 0 0 8 12 5 6 2

MEDIA 3,20 1,20 6,00 10,40 7,20 7,20 3520
DE. 473 1,40 1,63 2,46 1,69 3,55 12,26

GRAFICO 4.29. indice de patogenia tratado con el extracto PAL (4 mg/Kg/dia) en el
modelo experimental de 7. vaginalis
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EXPERIENCIAS Y RESULTADOS

TABLA 4.58. Valoracion paramétrica del ensayo de inmunomodulacion de PAL (20
mg/kg/dia) en el modelo de patogenia experimental de 7. vaginalis.

CONTROL M LA. P BIP/E H(V) H(D) I.P.
RATON 1 26 4 10 4 2 2 50
2 26 4 10 2 4 0 46

3 14 2 10 12 8 8 54

4 14 6 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 40

9 0 4 10 12 10 10 46

10 - - - - - - -
MEDIA 12,67 3,56 9,33 9,11 6,22 511 46,00
D.E. 9,54 1,94 1,41 437 2,54 348 6,16
PAL 20 M LA. P BIP/E H(V). H(D). LP.
RATON 1 14 4 6 4 2 2 32
2 14 4 10 10 6 4 48

3 14 2 10 10 6 2 4

4 14 4 10 12 6 2 48

5 6 4 10 12 6 8 46

6 0 2 4 8 8 6 28

7 0 0 4 6 6 4 20

8 0 0 10 10 8 8 36

9 0 0 6 10 8 6 0

10 0 0 10 6 4 4 24
MEDIA 6,20 2,00 8,00 8,80 6,00 4,60 35,60
D.E. 6,96 1,89 2,67 2,70 1,89 2,32 10,36

GRAFICO 4.30. indice de patogenia del lote tratado con el extracto PAL (20 mg/Kg/dia)
en el modelo experimental de 7. vaginalis.
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EXPERIENCIAS Y RESULTADOS

TABLA 4.59. Sinopsis del indice de patogenia y significacion estadistica para el ensayo de
inmunomodulacién de PAL (4 mg/kg/dia) en el modelo de patogenia
experimental de £, vaginalis.

INDICE DE U MANN-WHITNEY
PATOGENIA

x + D.E. CONTROL PAL

CONTROL
39,33 £ 8,06 -

PAL 4 mg/Kg/dia
35,20 + 12,26 41,0 (p>0,05) -

TABLA 4.60. Sinopsis del indice de patogenia vy significacion estadistica para el ensayo de
inmunomodulacién de PAL (20 mg/kg/dia) en el modelo de patogenia
experimental de £. vaginalis.

INDICE DE U MANN-WHITNEY
PATOGENIA

%+ D.E. CONTROL PAL

CONTROL
46,00 £ 6,16 -

PAL 20 mg/Kg/dia
35,60+ 10,36 23,5 (p<0,05) -
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EXPERIENCIAS Y RESULTADOS

TABLA 4.60. Valoracion paramétrica del ensayo de inmunomodulacién de PALpos 1 (dias 3
a7p.i) Y PALpos 2 (dias 8 a 12 p.i.) en el modelo de patogenia experimental
de T vaginalis.

CONTROL M LA, P B/PJE. H(V). H(D). LP.
RATON 1 14 0 4 12 6 4 3]
2 0 0 6 12 8 6 ®
3 0 0 4 10 6 4 24
4 0 0 4 10 8 4 2
5 0 0 6 8 6 6 26
6 0 0 8 8 8 6 e
7 0 0 4 12 8 6 30
8 0 0 4 10 6 6 26
9 0 0 4 10 8 6 28
10 0 0 10 B 8 8 34
MEDIA 1,40 0,00 5,40 10,00 7.20 560 2960
DE. 443 0,00 212 1,63 1,03 126 479
- PALpos 1 M. LA P. B/PJE. HM): . HO). LP.
RATON. 1 0 0 4 3 e 8§ 24
- 2 0 0 4 12 6 6 28
3 0 0 4 12 8 10 34
4 .0 0 6 12 8 6 )
5 0 0 8 12 10 6 36
& 0 0 2 8 4 10 24.
7 0 0 4 6 6 4 o .
8 0 0 4 6 8 2 20
9 0 0 6 8 8 2 24
10 14 0 8 4 2 4 oy
MEDIA 140 0,00 5,00 8,80 640, 5,80 2740
DE. . 4 0,00 194 30 ‘246 2,90 - 582
PALpoS 2 M. LA P BIPE. HV). H(DY. 1P
RATON 1 . 6 0 2 12 [ 8 &)
.20 0 8 10 10 8 %
3 0 0 4 12 8 8 2
4 0 0 6 12 8 2 28
5 0 0 2 8 8 6 24
6 O 0 4 6 6 8 24
7 0 0 2 10 - 4 4 20
8 0 0 8 10 8 6 30
9 6 0 6 8 4 4 28
10 6 0 10 12 10 8 46
MEDIA 1,80 0,00 5,00 10,00 740 8,20 30,40
DE. 2,90 0,00 271 21 232 2,20 782
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EXPERIENCIAS Y RESULTADOS

GRAFICO 4.31. indices de patogenia de los lotes experimentales PALpos 1 (dias 3 a 7

p.i.) y PALpos 2 (dias 8 a 12 p.i.) en el modelo experimental de 7.
vaginalis.
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TABLA 4.61. Sinopsis del indice de patogenia y significacion estadistica para el ensayo de

inmunomodulacion de PALpos 1 (dias 3 a 7 p.i.) Y PALpos 2 (dias 8 a 12 p.i.)
En el modelo de patogenia experimental de 7. vaginalis.

iINDICE DE U MANN-WHITNEY
PATOGENIA

x £ D.E. CONTROL PALpos 1 20 PALpos 2 20

CONTROL
29,60 + 4,79 -

PALpos 1
27,40 + 5,81 38.5 (p>0,05) -

PALpos 2
30,40 + 7,82 49,5 (p>0,05) 39,0 (p>0,05) -
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EXPERIENCIAS Y RESULTADOS

TABLA 4.62. Valoracion paramétrica del ensayo de inmunomodulacion de PAL (20 mg/Kg/dia) Y
PAL (40 mg/K g/dia) en el modelo de patogenia experimental de 7. vaginalis (RATON

BALB/c).

CONTROL M. LA P B./P/E HV) H(D) 1P

RATON 1 0 2 8 10 8 8 36

2 6 0 10 8 6 6 36

3 8 2 10 12 10 12 52

4 6 4 10 12 10 4 a6

5 6 2 10 12 10 10 50

6 6 2 8 12 10 12 50

7 6 4 10 12 10 12 54

8 0 0 4 4 10 10 28

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 9,40 940 42

DE. 310 163 1,90 2,74 1,35 2,84 895

PAL20 M. LA P. BJ/P.fE. H(V) - H(D} LP.

RATON 1 0 0 s ra. 3 Z 12
2.0 0 8 4 2 4 18

3 0 0 4 4 8 6 2

4 0 2 8 8 10 g 6

5 0 0 4 4 2. 12 2

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 o 0 6 6 0 0 12

MEDIA 000 0,20 560 4,80 3,80 5,00 19,40

DE. 0,00° 063 1,84 140 - 346 3,56 8,22
CoPAL4 M LA P. BRE  HVW..  HD). . Bt
.RATON TR 0 8 & % 8 20 .
b 27 0 0 6 8 6 4 24
e '3 .0 4 8 4 T2 g.." 260
4 0 2 4 4 . 2 LA 16
- ST B 0 4 4 20 Co4l T 145
, 6 0 0 . 10 12 0 12 D aa
PRI 0 0 4 4 2" 4, 40
Cevl o8 0 0 6 6 8. 8 LB
9 0 v 0 6 4 S2 4 .. 18
; 0.0 2 8 10 8 8. -
i “MEDIA 0,00 080 6,40 640 - U480 ¢ 620 . 2460
DE 000+ - 140 2,07 295 - 316. 274 - 989 .|
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EXPERIENCIAS Y RESULTADOS

GRAFICO 4.32.

TABLA 4.63. Sinopsis del indice de patogenia y significacion estadistica para el ensayo de
inmunomodulaciéon de PAL (20 mg/Kg/dia) Y PAL (40 mg/Kg/dia) en el

indices de patogenia de los lotes experimentales PALpos 1 (dias 3 a 7
p.i.) y PALpos 2 (dias 8 a 12 p.i.) en el modelo experimental de 7.

vaginalis (BALB/c).
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x = D.E.

CONTROL
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CONTROL
43,20 + 8,95

PALpre 20
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4,0 (p<0,01)

PALpre 40
24,60 + 9,89

7.0 (p<0,01)

32,5 (p>0,05)
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4.5.1.2. Eficacia comparada del extracto PAL con inmunomoduladores de

referencia

Algunas de las experiencias cuyos resultados se recogen a continuaciéon se han
efectuado en paralelo a las indicadas en el apartado anterior, con el fin de poder utilizar el
mismo control de infeccion; es por ello que los resultados de estos lotes no tratados coinciden

exactamente con datos ya presentados.

Ademas, como en el caso anterior, las pruebas se efectuaron en ratones NMRI (10

animales/lote), recurriendo a BALB/c cuando hubo disponibilidad.

4.5.1.2.1. Inmunosupresores: Ciclofosfamida, azatioprina y tacrélimo (FK-506)

Para la observacion del comportamiento de los inmunosupresores en el método

experimental de 7. vaginalis se han ensayado ciclofosfamida, azatioprina y tacrélimo (FK-506).

En el grupo experimental tratado con ciclofosfamida, los ratones NMRI infectados

reciben una tinica dosis del inmunosupresor por via intraperitoneal de 100 mg/Kg.

Tras el periodo de observacion y necropsia se concluye que los indices de patogenia
(1. P.) de los grupos CTRL-39,30 + 8,06- y ciclofosfamida (CPA) -28,89 + 6,50- presentan

diferencias estadisticamente significativas segiin la prueba U de Mann-Whitney.

Confirmando que el tratamiento inmunosupresor con ciclofosfamida parece producir
una disminucién de la mortalidad y las lesiones abdominales en los ratones infectados

intraperitonealmente por 7. vaginalis.
Por otra parte, se ha tratado un lote de ratones NMRI infectados por 7. vaginalis con

una dosis intraperitoneal de 100 mg/Kg de azatioprina y otro lote con el tratamiento de PAL

preinfeccion de 10 dias a razon de 20 mg/Kg/dia.
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EXPERIENCIAS Y RESULTADOQS

En dicho ensayo, los 1. P. de los grupos PAL (20 mg/Kg/dia) -35,60 + 10,30- y
azatioprina {100 mg/Kg/1dia) -37,00 + 7,61- presentan indices de patogenia que difieren
significativamente del 1.P. del control -46,20 + 5,69- , no existiendo diferencias significativas
entre ellos. De nuevo, el tratamiento con un inmunosupresor como azatioprina reduce la

mortalidad y las lesiones intraperitoneales de los ratones infectados por 7. vaginalis.

Con la intencidn de obtener un nuevo enfoque, que contribuya a comprender la
secuencia de reacciones inmunitarias desencadenadas tras la infeccion experimental de 7.

vaginalis, se ha utilizado un inmunosupresor de trasplantes (FK-506).

El farmaco de trasplantes actua suprimiendo las respuestas inmunitarias, tanto a nivel
humoral como las mediadas por células. Este inmunosupresor impide la activacién de los
linfocitos T en respuesta a estimulos mitogénicos o antigénicos. Siendo 100 veces mas potente
que la ciclosporina en inhibir selectivamente la secrecion de diversos tipos de citocinas (1L-2,
I1.-3, T1.-4, TL-6, IFN-v). También es capaz de inhibir la activacion de linfocitos B inducida por
anticuerpos pero no la inducida por componentes bacterianos. Asimismo previene la generacion

de linfocitos citotoxicos.

En el modelo de patogenia experimental los ratones BALB/c reciben por via oral, con
sonda bucogastrica, una dosis de 10 mg/Kg/dia durante 10 dias de FK-506, procurando la
administracion en estado de ayunas, para lo cual se les retir¢ el alimento al menos 12 horas

antes.

En cuanto a los resultados, los I. P. del grupo CTRL -53,14 + 16,80- y FK-506 -38,00
+ 13,82- presentan diferencias significativas, segin el estadistico de la U de Mann-Whitney.
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TABLA 4.64. Valoracion paramétrica del ensayo de inmunomodulacion de ciclofosfamida (100
mg/kg/dia) en el modelo de patogenia experimental de 7. vaginalis.

CONTROL M. LA P. B./P.E. H(V). H(D). LP,
RATON 1 0 0 6 12 6 8 R
2 0 4 10 12 10 8 44

3 0 0 8 12 8 6 34

4 0 0 8 12 10 12 &2

5 o 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 467 0,89 8,00 11,33 7,56 6.89 3
D.E. 7,00 1,45 1,41 1,41 2,40 3,76 8,06
CPA M. LA. P B/PE  HW.- H(D). 1.
RATON 1 0 0 ) B 8 8 %
2 0 0 4 10 10 4 .

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 2

7 0 4 10 8 8 8 38

8 0 0 4 8 6 6 24
9 o 0 10 10 8 10 33

10 - - - - - - L -

MEDIA * 0,00 0.44 578 8,89 7.56 6,22 28,89

" DE. 0,00 1,33 273 1,76 133 233 657

TABLA 4.65. Sinopsis del indice de patogenia y significacion estadistica para el ensayo de
inmunomodulacién de ciclofosfamida (100 mg/kg/dia) en el modelo de
patogenia experimental de T. vaginalis.

fNDICE DE U MANN-WHITNEY
PATOGENIA

% = D.E. CONTROL CICLOFOSFAMIDA

CONTROL
39,33 + 8,06 -

CICLOFOSFAMIDA
28,89 + 6,56 12,5 (p<0,05) .
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TABLA 4.66. Valoracion paramétrica del ensayo de inmunomodulacién de azatioprina (100
mg/kg/dia) y pal (20 mg/kg/dia) en el modelo de patogenia experimental de T

vaginalis.

CONTROL M LA P BIP/E H(V) H(D) 1P,
RATON 1 26 4 10 4 4 2 50
2 26 4 10 2 4 0 45

3 14 2 10 12 8 ] 54

4 14 6 6 4 2 2 34

5 14 6 10 12 6 4 52

6 14 4 8 12 6 4 48

7 3 0 10 12 8 8 44

8 0 2 10 12 8 8 40

9 ¢ 4 10 12 10 10 48

10 - - - - - - -
MEDIA | 12,67 3,56 9,33 9,11 6,22 51 48,00
D.E. 9,54 1,94 1,41 4,37 254 348 6,16
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GRAFICO 4.33. indices de patogenia de los lotes experimentales AZA y CPA (100
mg/Kg/dia) y PAL (20 mg/Kg/dia) en el modelo experimental de T.
vaginalis.
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TABLA 4.67. Sinopsis del indice de patogenia y significacion estadistica para el ensayo de
inmunomodulacién de AZA y CPA (100 mg/Kg/dia) y PAL (20 mg/Kg/dia) en
el modelo de patogenia experimental de 7. vaginalis.

INDICE DE U MANN-WHITNEY
PATOGENIA

x £ D.E. CONTROL AZATIOPRINA PALpre 20

CONTROL
46,00 + 6,16 -

AZATIOPRINA
38,83 + 8,15 33,5 (p>0,05) -

PALpre 20 mg/Kg
35,60 + 10,36 23,5 (p<0,05) 51,0 (p>0,05) -
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TABLA 4.68. Valoracion paramétrica del ensayo de inmunomodulacion de tacrolimo (FK-506) (10
mg/Kg/dia) en el modelo de patogenia experimental de 7. vaginalis (RATON

BALB/c).
CONTROL M LA P. B./P.E. H(V). H(D). LP.
RATON 1 32 7] 10 10 8 8 72
2 32 2 8 10 6 10 68
3 26 4 10 12 6 10 68
4 14 2 10 12 8 10 56
5 0 0 8 12 8 6 34
6 0 0 8 12 8 8 36
7 0 0 8 12 6 12 38
8 - - - - - - -
g - - - - - - -
10 - - - - - . -
MEDIA 14,86 1,71 8,86 11,43 7,14 9,14 53,14
D.E. 15,14 1,80 1,07 0,98 1,07 1,95 16,81
FK-506 M. LA. P B./P.JE. H(V). H(D) LP.
RATON 1 26 a 8 10 6 10 64
2 20 0 8 12 10 10 60
3 0 0 6 6 8 12 32
4 0 0 8 10 8 10 34
5 0 0 6 10 6 6 28
6 0 0 8 8 8 10 34
7 0 0 6 8 8 10 R
8 0 0 6 12 6 6 30
9 0 0 4 10 4 10 28
10 « « : - 3 - :
MEDIA 511 0,44 6,44 9,56 7,11 9,33 38,00
DE. 10,25 1,33 1,33 1,94 1,76 2,00 1382

GRAFICO 4.34. indice de patogenia del lote experimental FK-506 (10 mg/Kg/dia) en el
modelo experimental de 7. vaginalis (Raton BALB/c).
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TABLA 4.69. Sinopsis del indice de patogenia y significacion estadistica para el ensayo de
inmunomodulacién de FK-506 (10 mg/kg/dia) en el modelo de patogenia
experimental de T. vaginalis (RATONES BALB/c).

INDICE DE
PATOGENIA

U MANN-WHITNEY

% + D.E.

CONTROL FK-506

CONTROL
53,14 £ 16,80

FK-506
38,00 + 13,82

9,0 (p<0,05) -
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4.5.1.2.2.  Inmunoestimulantes: Inmunoferén y timoestimulina

Tras el comportamiento del modelo experimental de patogenia en presencia de
inmunosupresores, se han introducido en el sistema dos agentes inmunoestimulantes como son

inmunoferon y timoestimulina.

Asi, se ha observado que los ratones NMRI infectados por 7. vaginalis y tratados con
mmunoferén a razén de 13 mg/Kg/dia por via intraperitoneal (i. p.) durante 10 dias presentan
un incremento sustancial en la mortalidad y lesiones abdominales respecto a los ratones

control..

Segnn el baremo, el 1. P. del lote tratado con inmunoferdn -53,80 + 6,82- presentan

diferencias estadisticamente significativas respecto al control -47,11 + 1,45-.

Posteriormente, se ensaya en ratones NMRI infectados un tratamiento de
timoestimulina en una dosis de 24 mg/Kg/dia con una pauta de infeccion de 5 dias y la habitual

del extracto PAL (20 mg/Kg/dia) durante los 10 dias previos a la infeccion.

Los I. P. de los grupos CTRL -43,60 + 5,79- y TP-1 -47,75+4,20- no presentan
diferencias significativas. Sin embargo, el grupo PAL -34,60+3,65- difiere significativamente

de los I. P. de los grupos anteriores.

Finalmente, se ha evaluado en ratones BALB/c, siguiendo ¢l modelo experimental
antecedente, el efecto de un tratamiento de timoestimulina (24 mg/Kg/dia) durante 5 dias. Los
resuliados indican que el 1. P. de los grupos PAL -20,00 + 9,66- difiere muy significativamente
delI. P. del control -43,20 -+ 8,90- y del TP-1 -35,60 + 8,15-. Asimismo, los I. P. de los grupos

TP-1 y control no presentan diferencias significativas.

En ambos casos, por tanto, la timoestimulina no presenta un efecto aparente'en la
mortalidad y las lesiones de los ratones infectados por 7. vaginalis. Por contra, PAL mantiene

su eficacia en la disminucion de los L. P. del lote tratado respecto al control.
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TABLA 4.70. Valoracién paramétrica del ensayo de inmunomodulacion de inmunoferén (1,30
mg/kg/dia) en el modelo de patogenia experimental de T vaginalis.

CONTROL M. LA P B/P/E. H(V). H(D). L.P.
RATON 1 32 2 6 4 2 4 50
2 14 6 8 8 6 6 48
3 14 6 8 6 6 6 46
4 6 0 6 12 10 12 46
5 6 2 8 12 10 8 46
6 6 4 10 10 8 10 48
7 0 4 10 12 10 12 48
8 0 2 10 12 10 12 46
9 0 2 10 12 10 12 46
10 - - - - - - -
MEDIA 8,67 3,11 8,44 9,78 8,00 9,11 47,11
D.E. 10,30 2,02 1,67 3,07 2,83 3,18 1,45
Inmunoferéon M LA. P. B/P/E H(V) H(D) L.P
RATON 1 32 0 8 8 6 4 58
2 32 0 10 10 6 4 62
3 26 0 10 12 8 4 60
4 26 0 10 12 6 6 60
5 26 0 6 8 6 4 50
6 20 2 10 12 6 8 58
7 20 4 6 6 8 6 50
8 20 2 6 10 8 8 54
9 14 0 8 10 8 6 46
10 8 2 6 8 8 8 40
MEDIA 22,40 1,00 8,00 9,60 7,00 5,80 53,80
DE. 6,00 1,45 1,86 211 1,05 1,67 557

GRAFICO 4.35.  indice de patogenia del lote experimental Inmunoferén (1,30 mg/Kg/dia)
en el modelo experimental de 7. vaginalis.
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TABLA 4.71. Sinopsis del indice de patogenia y significacion estadistica para el ensayo de
inmunomodulacion de inmunoferén (1,30 mg/kg/dia) en el modelo de patogenia
experimental de 7. vaginalis.

INDICE DE U MANN-WHITNEY
PATOGENIA

% + D.E. CONTROL INMUNOFERON

CONTROL
47,11+ 1,45 -

INMUNOFERON
53,80 + 5,57 16,5 (p<0,05) -

248
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TABLA 4.72. Valoracién paramétrica del ensayo de inmunomodulacién de timoestimulina (24
mg/kg/dia) en el modelo de patogenia experimental de 7. vaginalis.

CONTROL M LA P  BPE H(V) H(D) 1P.
RATON 1 14 2 8 6 4 4 38
2 14 4 10 12 8 10 58
3 14 2 6 8 8 6 44
4 6 6 6 8 8 12 46
5 6 0 8 10 8 8 0
6 6 0 10 12 8 8 44
7 0 0 10 12 10 8 2
8 0 4 8 12 10 10 44
9 0 2 10 10 8 8 <
10 0 0 10 12 10 10 2
MEDIA- 6,00 2,00 8,60 10,20 8.20 8,40 4340
DE. 6,11 2,11 1,65 2,20 1.75 227 582
TP M LA P B/P/E HV) _H(D) 1P
RATON 1 14 ) 10 70 812 54
2 .6 0 10 12 10 10 48
3 6 2 8 12 -8 8 44 .
4 8 0 10 12 10 12 50
5 6 0 10 12 10 10 48
6 6 0 10 12 R 10 48
7 6 2 8 12 10 S22 50
8 0 4 8 8 8 8 36
-9 0 0 6 12 10 12 ©
10 ' -
MEDIA 5.56 089 8.89 1,33 933 1044 46,44
DE. 4,10 145 1.45 1.4 100 167 555
PALD . M LA P. BPE ~ HV) HD) e
TRATON 1. 14 0 8 2 T2 3 NS
o 2. 8. 0 8 8 6 T
R 0 8 8 6 . 6 347 .
: " 4 -6 0 8 10 4 6 " o 34 L
! ‘ "5 6 0 10: 8 4" 8 34
N 6 6 0- .6 10 10 8’ . B
v .7 6 0 10 10 8 8 a2 v
i 8- 0 0 8 12 10 6 36
' 9. 0 0 6 10 8 8. 32 ;
L 10 4] 0 8. 10 [ 8 - 34 !
| MEDWA . 500 . 000 7.80 880 . 660 6.40. UL -
t -DE - 424 - 000 148 2,70 267 126 .. ¢ 366
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GRAFICO 4.36.
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Indice de patogenia del lote experimental timoestimulina TP-1 (24
mg/Kg/dia) en el modelo experimental de 7. vaginalis.

TABLA 4.73. Sinopsis del indice de patogenia y significacion estadistica para el ensayo de
inmunomodulacién de timoestimulina (24 mg/kg/dia) en el modelo de patogenia

experimental de 7. vaginalis.

INDICE DE
PATOGENIA

U MANN-WHITNEY

x = D.E.

CONTROL

==

TP-1

PALpre

CONTROL
43,40 + 5,82

TP-1
46,44 + 5,55

26,5 (p>0,05)

PALpre

(20 mg/Kg)
34,60 + 3,66

5,5 (p<0,01)

3,5 (p<0,01)
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TABLA 4.74. Valoracion paramétrica del ensayo de inmunomodulacion de timoestimulina (24
mg/kg/dia) y pal (20 mg/kg/dia) en el modelo de patogenia experimental de T. vaginalis
(RATON BALB/c).

346

CONTROL M LA P. B./P.JE. H(V). H(D). LP.
RATON 1 ) 2 8 10 8 8 36
2 8 0 10 8 8 8 36
3 6 2 10 12 10 12 52
4 6 4 10 12 10 4 48
5 6 2 10 12 10 10 50
6 6 2 8 12 10 12 50
7 6 4 10 12 10 12 54
8 0 0 4 4 10 10 ]
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 4320
DE. 310 163 1,90 2,74 1,35 2,84 895
TP M LA P. B/PIE. HV). H(D). 1P,
RATON 1 iy 0 6 0 0 B 34
2 0 0 6 8 4 8 24
3 6 4 10 12 10 10 52
4 0 0 8 8 10 8 3
5 0 2 10 6 2 4 24
6 O 2 10 10 10 10 . 42
7 0 0 10 10 10 8 38
8 0 2 8 12 10 4 %6
9 0 0 10 12 10 8 38
10 0 0 8 8 . 10 8 34
MEDIA 0,60 1,00 8,60 960 860 - 720 35,60
. DE: 1,90 1,41 1,65 207 2,99 2,15 . 815
;PALZ0C T M. LA P. B.JP./E H(V). HD)." W
‘ S . ' -~ v §
RATON- -1~ 0 0 4 4 2 2 12
S 20 0 8 4 2 4 18
S 3 0 0 4 4 -E 6 - - S
! . 4 0 2 8 8 10 - 8 3w -
;.5 .0 0 4 4 2 12. 22 s
! 6 0. 0 4 4 2 2 12
: -7 0 0 4 4 -2 4 14
8 0 0 8 6 .8 8 o
90 0 6 4 . 2. 4 16
' L 10 0. 0 6 5 0 0 2 -
) S o PR ———T
' 'MEDIA 0,00 0,20 5,60 4,80 3,80 5,00 190
. DE 000" 063 1,64 1,40 356 ° 82 |
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GRAFICO 4.37.
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TABLA 4.75. Sinopsis del indice de patogenia y significacion estadistica para el ensayo de
inmunomodulacion de timoestimulina (24 mg/kg/dia) y PAL (20 mg/Kg/dia) en

CTRL

PARAMETROS

el modelo de patogenia experimental de 7. vaginalis.

PAL

INDICE DE
PATOGENIA

U MANN-WHITNEY

x = D.E.

CONTROL

TP-1

PALpre

CONTROL
43,20 + 8,95

TP-1
35,60 + 8,15

28,0 (p>0,05)

PALpre 20
19,40 + 8,22

4,0 (p<0,01)

1,5

(p<0,01)
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4.5.1.2.3. Antiinflamatorios no esteroideos: Piroxicam y Metamizol

En orden a identificar la naturaleza ¢ las lesiones abdominales, fundamentalmente
presentes en el higado, bazo, estémago y pancreas, se han introducido en el modelo de
patogenia experimental dos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) como piroxicam y

metamizol.

En la primera experiencia con AINEs se introduce un tratamiento de piroxicam por via
oral, con sonda bucofaringea, a razén de 10 mg/Kg/dia en un periodo de 10 dias. Incorporando,
ademas, un lote tratado con PAL por via intraperitoneal en la concentracion habitual de 20

mg/Kg/dia durante los 10 dias previos a la infeccion.

El 1. P. del grupo CTRL -25,11 + 2,84- presenta diferencias significativas respecto a
los indices de patogenia de los lotes PAL -19,56 + 10,95- y piroxicam -21,60 + 2,63-, sin

embargo, no existen diferencias significativas entre los L. P. de los dos 1ltimos lotes entre si.

FELDENE?® (piroxicam) que tiene propiedades analgésicas y antipiréticas. También
actiia en diversos puntos de la respuesta inflamatoria ¢ inmunitaria como la inhibicion de la
sintesis de prostanoides, incluidas prostaglandinas, por inhibicion reversible de la enzima
ciclooxigenasa., inhibicién de la agregacion neutrofilica ¢ inhibicion de la migracién de

polimorfonucleares y monocitos de la zona inflamada.

El efecto del antiinflamatorio repercute en las lesiones provocadas en la tricomonosis
experimental, asi los ratones tratados con piroxicam muestra un descenso significativo en la
valoracion media de las lesiones abdominales. Por su parte, el extracto PAL sigue presentando,
no obstante, un efecto inmunomodulador mas aparente sobre el conjunto de las lesiones en su

lote.
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En la segunda experiencia con AINESs, se han establecido tres lotes de ratones BALB/c,
uno de ellos recibe el tratamiento habitual de PAL (20 mg/Kg/dia), el otro recibe un
tratamiento de metamizol (274,87 mg/Kg/dia) ambos por via intraperitoneal durante los 10

dias previos a la infeccion y el tercero que no recibe tratamiento {grupo control).

El L. P. de los grupos PAL -40,80 +.5,09- y metamizol -48,20 + 9,13- difieren muy
significativamente del grupo CTRL -56,60 + 9,93-; aunque no entre si.

Al contrastado efecto del extracto natural PAL, se une la disminucion en el I.P. del lote
tratado con metamizol, probablemente debido al mecanismo inhibidor de la ciclooxigenasa, que
repercute en la produccion de prostaglandinas, disminucion de la IL-4, IL-6, aumento de la [L-
10 (citocina antiinflamatoria) y descenso de la infiltracion leucocitaria, hipersensibilidad tardia,

y neutrofilia.

Notese que la cepa de ratéon es BALB/c, que presenta mayor susceptibilidad a la
infeccion experimental por Trichomonas vaginalis, lo que palia el efecto inmunomodulador

observable tras el tratamiento del extracto vegetal PAL.

La dosis que se ha ensayado de metamizol pertenece a una comunicacion oral, en el
XXXII Congreso de la Sociedad Europea de Investigacion Quiriirgica en Corfil {Grecia), de
Garcia-Alvarez et al. (1997) que analiza los tratamientos inmunomoduladores de Metamizol
y SAMet en sepsis quirtrgicas en ratas. Nuestra pretension Gltima en la experiencia
desarrollada es poner de manifiesto la capacidad inmunomoduladora de metamizol en el modelo
experimental de Trichomonas vaginalis para verificar la bondad de dicho modelo en el estudio

de agentes que modifican la respuesta inmunitaria.

En la tercera experiencia, nuevamente en ratones NMRI, se ha evaluado el efecto
sinérgico de PAT, (20 mg/Kg/dia) + metamizol (274,87 mg/Kg/dia) en un tratamiento i. p.
previo a la infeccion por 7. vaginalis de 10 dias. En la necropsia, el 1.P. de los grupos
experimentales control -55,50+ 9,30- y PAL+metamizol -49,60+15,04- no presentan

diferencias estadisticamente significativas. Considerando la capacidad individual de cada
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producto para disminuir las lesiones de tipo inflamatorio, parece contradictorio que la

administracién conjunta carezca de efectos sinérgicos.

TABLA 4.76. Valoracion paramétrica del ensayo de inmunomodulacién de piroxicam (10
mg/Kg/dia) Y PAL (20 mg/Kg/dia) en el modelo de patogenia experimental de
T. vaginalis. '

GONTROL M LA P, B.P.E. HV). H(D). L.P.
RATON 1 0 0 6 12 4 8 0
2 0 0 6 8 4 8 26
3 0 0 8 8 4 8 24
4 0 0 6 8 4 4 20
5 0 0 6 8 4 8 26
6 0 0 8 6 4 10 28
7 0 0 8 6 4 6 24
8 0 0 6 6 4 8 24
9 0 0 6 6 4 8 24
10 - - - - - - -
MEDIA 0,00 0,00 6,44 711 4,00 7,56 25,11
DE. 0,00 0,00 0,88 2,03 0,00 167 285
PIROXICAM - M. LA P. B/P/E HV).- H(D). LP.
RATON 1 O 2 3 10 2 e 24
S 2 0 0 6 4 2 4 16,
3 0 0 4 8 2 8 2
a0 ., 0 8 8 2 4 2
5 0 0 10 6 4 6 26
6 . 0 0 8 6 2 4 ‘20
7 0 0 8 8 - 2 4 2
8 0 0 8 8 2 4 2
9 0 0 6 6 4 "4 20
| 10 0 0 8 10 2 4 2
MEDIA 0,00 0,20 7,00 7,40 2,40 460 2060
" DE. 0,00 0,63 1,70 1.90 084 135 -7 . 260
PAL20 . M LA P. B.P.E. HVL. © HDL - IR
B R . X Lt L ‘4 L -
IRATON © 1 o i) B 3 2 & 2
R ST I 0 6 6 e P 48
P 30 o 8 6 .2 4 R
v 40 0 4 6 2 6. - 18
R S 0 4 6 2 4 EERE
RIS SECE I 0 & 8 2 . 4. c0
N B BN 8 8 - 20 4. 2
v, 9 07 ' 0 8 4 o L 0 ¢
(e " g0 0 8 4 P 6. 0 .|
: L N N C o L o
£ 0,00 6,67 622 200 .0 ag7 1988 ‘2
i 0,00 1,73 186 . "000. 100 . iaed. !
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GRAFICO 4.38.  Indice de patogenia del lote experimental piroxicam (10 mg/Kg/dia) en el
modelo experimental de 7. vaginalis.
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TABLA 4.77. Sinopsis del indice de patogenia y significacion estadistica para el ensayo de
inmunomodulacion de piroxicam (10 mg/kg/dia) y PAL (20 mg/Kg/dia) en el
modelo de patogenia experimental de 7. vaginalis.

INDICE DE U MANN-WHITNEY
PATOGENIA

x = D.E. CONTROL PIROXICAM PALpre

CONTROL
25,11 £2,85 -

PIROXICAM
21,60 +2,63 15,0 (p<0,05) -

PALpre 20
19,56 + 1,94 4,0 (p<0,01) 21,5 (p<0,05) -
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TABLA 4.78. Valoracion paramétrica del ensayo de inmunomodulacion de PAL +
METAMIZOL (274,87 mg/Kg/dia) En el modelo de patogenia de 7. vaginalis

(RATON BALB/c).

CONTROL M. LA. P. B./P./E. H(V). H(D). LP.
RATON 1 26 4 10 12 6 8 66
2 26 0 10 12 8 10 66

3 20 4 10 12 10 10 66

4 14 2 10 12 8 10 56

5 8 0 10 12 8 10 48

6 6 2 8 12 10 10 48

7 6 4 6 12 10 12 50

8 0 2 8 12 10 12 44

9 - - - - - - -

10 - - - - - - -

MEDIA 13,25 2,25 9,00 12,00 8,75 10,25 55,50
D.E. 9,85 1,67 1,51 0,00 1,49 1,28 9,30
PAL+ MET M. LA P. B./P.JE. H(V). H(D) 1P
RATON 1 38 2 10 12 4 6 72
2 26 2 10 12 10 8 68

3 26 2 10 12 8 4 62

4 20 2 10 12 6 4 54

5 20 4 10 12 4 0 50

6 14 0 10 12 6 8 50

7 14 0 10 12 6 4 46

8 0 0 8 6 8 8 30

9 0 0 10 12 6 6 34

10 0 0 10 6 8 6 30

MEDIA 15,80 1,20 9,80 10,80 6,60 5,40 49,60
DE. 12,87 1,40 0,63 2,53 1,90 2,50 15,05

GRAFICO 4.39. Indice de patogenia del lote experimental PAL+metamizol (274,87
mg/Kg/dia) en el modelo experimental de 7. vaginalis (BALB/c).
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TABLA 4.79. Sinopsis del indice de patogenia y significacion estadistica para el ensayo de
inmunomodulacion de PALpre + METAMIZOL (274,87 mg/Kg/dia) en el
modelo de patogenia experimental de T. vaginalis.

INDICE DE U MANN-WHITNEY
PATOGENIA

% + D.E. CONTROL PAL + MET

CONTROL
55,50 £ 9,30 ]

PAL 20 + METAMIZOL
49,60 + 15,04 33,0 (p>0,05) -
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TABLA 4.80. Valoracién paramétricadel ensayo de inmunomodulacién de metamizol (274,98
mg/kg/dia) y PAL (20 mg/Kg/dia) en el modelo de patogenia experimental de
T. vaginalis.

CONTROL M, LA P BJP.E H(V). H(D). LP.
RATON 1 50 2 8 8 2 2 72
2 38 2 10 12 6 8 76
320 0 10 12 4 8 52
4 2 10 12 6 8 58
5 14 0 10 12 8 10 54
6 14 2 10 12 4 4 4
7 14 2 10 12 6 8 s2
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 56,80
DE. 12,69 1,03 0.63 126 2,07 2,84 0,67
PAL 20 ™ LA, P. ' BRE  HW). H(D). LP;
RATON 1 20 2 10 5 .0 ran Y
2 20 2 10 12 0 4 8-
3 14 4 10 12 2 4 46
4. 14 0 8 12 4 . 6 44 -
5 8 0 10 12 4 4 =
6 8 4 8 10 2 4 36
.7 8 0 10 12 4 2 4
8 6 0 10 12 6 6 0
9 6 0 10 12 8 8 . 44
_ 0 . 6 2 10 12 _ 4 o 34
 MEDIA 1080 . 140 9,60 11,40 340 . 420 2080
DE. 575 165 0,84 135 - 250 220 500
METAMIZOL M LA P.  ° BIFE  HM - HD.L . P -
L e . . . T : - .o
IRATON 1~ 32 2 10 . 12 I 6 e8
sonl iz 2 4 10 ° 2 2. 2 -8
; A ¢ 14 2 8 2 7. 8 8 82
I 4 14 4 10, 2 6 8 .54
§ 5 .. .8 2 10 12 4", 8 4. 1
ol 8 B 2 10. 12 . 6 8 cag
b 7, 8 ‘0 8 -2 L 6 - S
I 8. -6 2 8 12 .. .8 8 - 2
. g 8 2 10 12 6 4 40 3
: A0 = = ——— T
©o2er 222 9,33 1200, 578" 82 - . 82
g7z . 120 1,00 000 186 2117 | 813 2
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GRAFICO 4.40. indice de patogenia de los lotes experimentales metamizol (274,98
mg/Kg/dia) Y PAL (20 mg/Kg/dia) en el modelo experimental de T.
vaginalis.
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TABLA 4.81. Sinopsis del indice de patogenia y significacion estadistica para el ensayo de
inmunomodulacién de metamizol (274,98 mg/Kg/dia) y PAL (20 mg/Kg/dia)
~en el modelo de patogenia experimental de 7. vaginalis. ..

INDICE DE U MANN-WHITNEY
PATOGENIA

x = D.E. CONTROL METAMIZOL PALpre 20

€ONTROL, .

5680+ 9,67 | i
METAMIZOL | A

4822+9,13 18,5 (p<0,05) S

\ ‘E\:\,'r

PALpre 20 :
40,80 + 5,09 1,5 (p<0,01) 22.5 (p>0,05) -
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4.5.1.2.4. Otros: DIFUR, S-Amet y saponinas de Q. saponaria

Para completar la comprensién del escenario inmunolégico generado tras la infeccién
experimental de 7. vaginalis se han ensayado otros productos con potencial actividad

inmunomoduladora.

Asi, inicialmente, se ha realizado un estudic comparativo de la capacidad

inmunomoduladora de dos extractos, en teoria, de idéntica procedencia natural.

Por un lado, el extracto bruto PAL de Polypodium leucotomos (A.S.A.C
Pharmaceutical International AIE) y, por otro, el firmaco DIFUR® (extracto de Polypodium
leucotomos, segin 1. F. Cantabria S.A.) se evalian frente al modelo experimental de

tricomonosis intraperitoneal.

En cuanto a los resultados en la cepa de raton NMRI, ¢l 1. P. del lote tratado con
DIFUR -46,44 + 12,64- presenta diferencias estadisticamente significativas respecto al del
grupo control (CTRL) -34,88 + 9,98-, y también PAL -29,80 + 9,11-. Sin embargo, los L.P.
de los grupos control y PAL no presentan diferencias estadisticamente significativas entre si

(aunque se sefiala la misma tendencia que en las experiencias precedentes).

A continuacién, se ha evaluado la incidencia del firmaco S-Amet (16,80 mg/Kg/dia)
en ratones NMRI tratados durante los 10 dias previos a la infeccién experimental. Los grupos
experimentales control -55,50 = 9,30- y S-Amet -44,40 £ 12,95- no presentan diferencias
estadisticamente significativas para un nivel de confianza del 5%. Se destaca especialmente el
nivel de confianza, yé que para 6,8% existen diferencias significativas entre los grupos control

y S-AMET.

Para finalizar, se ha contrastado la naturaleza adyuvante de un extracto bruto de
saponinas de Quillaja saponaria 'y su capacidad para potenciar la modulacion de la respuesta
inmunitaria ¢n el modelo de patogenia experimental de 7. vaginalis en presencia o ausencia del

extracto PAL.
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No obstante, uno de los hechos a tener en cuenta en esta experiencia es la elevada
mortalidad que se produce por la administracion oral del extracto bruto de saponinas. Para
paliar esta circunstancia se han ensayado dos tratamientos de 400 y 200 mg/Kg/dia durante 3
dias (-10, -5 y 0 post-inoculaciéon). En los lotes tratados con la mayor concentracion de
saponinas (SPN1) o sinérgicamente con PAL (PAL + SPN1) el porcentaje de mortalidad de
los ratones infectados con 7. vaginalis es aproximadamente del 40 %. Si bien, la dosis de 400
mg/Kg/dia parece encontrarse en el margen de inocuidad para los extractos purificados de
Quillaja saponaria, esto no es asi para un extracto bruto. La mortalidad que aqui se computa
es previa a la infeccion experimental y por tanto ajena a cualquier efecto de la virulencia del

parasito. Por tanto, en el I.P. no aparece consignado su efecto.

Los resultados de la valoracion de la necropsia los ratones NMRI sefialan que el 1.P.
del grupo control -30,67+3,46- presenta diferencias estadisticamente significativas con el resto
de L. P. de los grupos PAL (20 mg/Kg/10 dia) -24,89 + 6,09-, saponina (SPN1)-19,43 + 8 46-
y PAL + saponina (SPN1) -12,80 + 3,90- para un nivel de confianza del 5%. No existiendo
diferencias significativas entre los 1. P. de los grupos experimentales PAL y SPN1, aunque si
se produzcan dichas diferencias entre los de los grupos PAL y PAL + SPNI. Finalmente,
tampoco se observan diferencias significativas entre los L.P. de los grupos SPN1 y PAL +

SPNI.

Por su parte, en el lote tratado con la concentracion inferior (200 mg/Kg/dia)
manteniendo la pauta de 3 dias, no se registran muertes achacables al tratamiento con el

adyuvante (SPN2).

De tal manera que, el LP, del lote tratado con SPN2 + PAL (20 mg/Kg/dia) -17,11 &
6,49- presenta diferencias significativas respecto al I.P. de los grupos control -31,12 + 4,26-

y SPN2 -30,00 + 7.,48-, no exisiiendo dichas diferencias enire los LP. de los lotes control y

SPN2.
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TABLA 4.82. Valoracién paramétrica del ensayo de inmunomodulacién de DIFUR (20
mg/Kg/dia) y PAL (20 mg/Kg/dia) en el modelo de patogenia experimental de
T. vaginalis.

CONTROL. M. LA P B/PJE. HV). H(D). P,
RATON 1 26 2 10 12 4 4 58
2 0 2 8 12 10 8 40
3 0 0 6 10 8 8 a2
4 0 0 10 12 8 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 28
8 0 0 4 10 6 8 2
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 34,80
DE. 8,22 084 4,05 140 169 1,89 0%
 DIFUR20 M. LA P. BPE . HV). . HD). P
RATON 1 26 r) 10 T 2 6 &
. .2 2 4 10 12 4 B - 62 -
3 26 4 10 12 6 4 62
4 14 4 0 12 8 . 4 52
5. 8 0 8 8 8 8 B
6 0 0 8 12 4 6 30
7 0 0 8 12 8 8 34
8 0- 0 10 12 8 0 40
9 0 0 10 12 10 8 . 40
- 10 = = - = v- - ‘.. =
MEDIA 1089 1,78 9,33 1156 644 533 O 4644
pE 1221 211 1,00 133 | 280 245 1284 .
FopAr20 T M LA p BPE . - HVM . HD) R,
RATON. 1 6, 4 B P — B . 10 B
R T B 0 10 10 4 L4 8 .
bee o3 o 0 6 12 6 10 3
EUR A S | 0 10 12 8 ‘6 -3’
L R IR X 0 10 10 8 4 S
Lo 8 0, 0 10 12 6 6 .. 34
TR . (R RRMP 4 6 4 © .8 L 20 .
b ;-8 70 0 8 8 4 - 7 6l 028 -
Py L0 0 4 4 4 . 4 DA LA
S MEDAT 080 040 720 9s0 580 . 6200 . 2080 "
(U DEs, Y Tago . 128 3,01 28007 . 475 - .220 00 em
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GRAFICO 4.42.  Indice de patogenia de los lotes experimentales DIFUR (20 mg/Kg/dia)
Y PAL (20 mg/Kg/dia) en el modelo experimental de 7. vaginalis.
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TABLA 4.83. Sinopsis del indice de patogenia y significacion estadistica para el ensayo de
inmunomodulacién de DIFUR (20 mg/Kg/dia) y PAL (20 mg/Kg/dia) en el
modelo de patogenia experimental de 7. vaginalis.

INDICE DE U MANN-WHITNEY
PATOGENIA

x = D.E. CONTROL DIFUR PALpre 20

CONTROL
34,80 + 9,99 -

DIFUR
46,44 + 12,64 19,0 (p<0.05) -

PALpre 20
29.80+9,11 35,5 (p>0.05) 11,0 (p<0,01) -
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TABLA 4.84. Valoracion paramétrica del ensayo de inmunomodulacién de S-AMET (16,80
mg/Kg/dia) en el modelo de patogenia experimental de 7. vaginalis.

CONTROL M. LA P B./P.JE. H(V). H(D). LP.
RATON 1 26 2 10 12 6 8 66
2 26 0 10 12 8 10 66
3 20 4 10 12 10 10 66
4 14 2 10 12 8 10 56
5 8 0 10 12 8 10 48
6 6 2 8 12 10 10 48
7 6 4 6 12 10 12 50
8 0 2 8 12 10 12 44
9 - - - - - - -
10 - - - - - - -
MEDIA 1325 2,25 9,00 12,00 8,75 10,25 55,50
DE. 9,85 1,67 1,51 0,00 1,49 1,28 9,30
S-Amet M. LA P. B./P.JE. H(V). H(D). LP.
RATON 1 26 2 10 12 8 4 62
2 26 2 10 12 4 8 62
3 20 0 10 8 4 8 50
4 14 2 10 12 6 8 52
5 14 2 10 10 4 6 46
6 6 4 10 12 6 8 46
7 0 0 6 12 2 4 24
8 0 0 10 12 10 8 4
9 0 0 8 10 6 6 0
10 0 0 6 12 6 8 R
MEDIA 10,60 1,20 9,00 11,20 5,60 6,80 44,40
DE. 10,83 1,40 1,70 1,40 2,27 1,69 12,95

GRAFICO 4.43.  indice de patogenia del lote experimental S-amet (16,80 mg/Kg/dia) en el modelo
experimental de 7. vaginalis.
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TABLA 4,85, Sinopsis del indice de patogenia y significacion estadistica para el ensayode
inmunomodulacion de S-AMET (16,80 mg/Kg/dia) en el modelo de patogenia
experimental de 7. vaginalis.

INDICE DE PATOGENIA U MANN-WHITNEY
% + D.E. CONTROL S-AMET
CONTROL
55,50 £ 9,30 ]
 S-AMET
44,40 + 12,95 19,5 (>0,05) -
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TABLA 4.86a. Valoracion paramétrica del ensayo de inmunomodulacién de saponinas (400
mg/Kg/dia) y PAL (20 mg/Kg/dia) en el modelo de patogenia experimental
de T. vaginalis.

CONTROL M LA P. BJPE. H(V). H(D). IP.
RATON 1 9 0 8 10 8 8 3a
2 0 0 10 8 4 6 28
30 0 6 8 4 8 26
4 0 0 8 10 -8 6 30
5 0 0 10 10 4 8 32
6 0O 0 4 10 6 8 28
7 - - - - - - -
8 0 0 8 10 8 10 36
9 0 2 10 8 8 6 34
0 0 0 8 8 6 6 =
MEDIA 0,00 0,22 8,00 9,11 6,00 7.33 0,67
DE. 0,00 0,67 2,00 105 173 141 3,46
PAL 20 M. LA P B/PJE. HQV). H(D). LP.
RATON 1 8 n 10 B 8 K o
. 2 0 0 2 12 4 4 2
3 . - - - 2 - .
4 0 0 8 10 6 0 24
5 0 0 6 6 6 4 2
6 0 0 6 8 4 4 .z
7 0 0 8 10 6 4 28
8 0 0 6 8 6 2 2
9 0 0 10 8 6 0 24
10 0 0 6 8 2 4 2.
MEDIA 089 0,44 6,89 867 . 5.1 289 2489
DE 267 133 247 1,73 145 1,76 600
' SAPONINA M.~ LA P B/PE. HVY. CHD). . WP
L {SPN1) o R S
‘RATON. 1 S - —rr—ie I ————
2. 0 0 6 0 BN N S 10
;- 30 0 8 6 6 T 20
Dot ha 0 2. 8 8 6 2 28 5
s ol 0 8 8 g 6 Ca
6 0 0 6 8 - 6 6 28
7 o 0 2 6 0 -0 8
8. 0 0 4 6 0 ' 18
o : : : - - S
40, - - - - -k - Cd !
) R - : : . . ) . I' V‘. o . §
. 000. - 0.29 6.00 600 - am 343 1943 -
000 076 2,31 283 35 276 84
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TABLA 4.86b. Valoracion paramétrica del ensayo de inmunomodulacion de saponinas (400
mg/Kg/dia) + PAL (20 mg/Kg/dia) en el modelo de patogenia experimental
de T. vaginalis.

seNiPAL M T LA Se P B/PJE. HV. MDY P
RATON. "1 0 0 2 —E 0 . 10 7
2 o 0 8 6 0 0 14
“3 o - o o 8 0 0 <8
4 0 0 2 4 6 & 18
‘5 6 0 8 8 0 0. 14
8 - - - - -
. ? . — - - - -
g - - ) ] :
) - - - -
A0 - ‘ - R -
MEDIA* T C 000 0,00 360 880 - 12007 120 . 12800
DE “ 7 000 000 32007 . 179 . 288 © . 288 . 3% =

TABLA 4.87. Sinopsis del indice de patogenia y significacion estadistica para ¢l ensayo de
inmunomodulacién de timoestimulina (24 mg/Kg/dia) y PAL (20 mg/Kg/dia)
en el modelo de patogenia experimental de 7. vaginalis.

INDICE DE U MANN-WHITNEY

PATOGENIA '
%+ D.E. CONTROL PALpre 20 SAPONINA | SPN1+PALpre
(SPN1)

CONTROL

30,67 £ 3,46 -

PALpre 20

24,89=6,09 || 11,5(p<0,01) | -

SPN1

19,43 + 8,46 3,5 (p<0,01) 22,5 (p>0,05) -
SPNI+PALpre | B

12,80 + 3,90 0.0 (p<0,01) 0.0 (p<0,01) 9,0 (p>0,05) -
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TABLA 4.88. Valoracién paramétrica del ensayo de inmunomodulacion de saponinas (200
mg/Kg/dia) y saponinas (200 mg/Kg/dia) + PAL (20 mg/Kg/dia) en el modelo

de patogenia experimental de T. vaginalis.

CONTROL M. LA P B/P.JE. H(V) H(D). LP.
RATON 1 0 2 1 5 8 8 *
2 0 0 6 8 6 6 26
30 2 6 8 8 10 34
4 0 4 10 8 6 6 34
5 0 2 8 8 8 10 36
6 O 0 6 8 6 6 26
7 0 2 6 8 6 8 s
8 0 0 8 10 6 8 a2
9 0 0 6 8 6 6 26
10 - - - - - - -
MEDIA 0,00 1,33 733 8,22 667 7.56 3,11
DE. 0.00 1,41 173 067 1,00 167 426
SPN2 M. LA P BJP.E. HV). - HD). 1P
RATON 1 0 2 10 2 8 r 3
2 0 2 10 12 8 4 36
30 0 6 8 4 4 2
4 .0 0 4 6 4 8 2
5 0 0 4 12 .6 4 " 26
6 0 0 8 8 8 6 »
7 0 0 10 10 10 10 ©
8 0 0 8 8 4 2 =
9 6 0 10 8 6 B )
— 10 — “ - = s - —
MEDIA 0,67 0,44 7,78 033 622 5% 300
DE. 2,00 0,88 2,54 224 211 260 748
SPN2+PAL20 - M. LA P. BFE. - HVY) HD) . P
RATON. 1 0. 0 2 7 60 & 8 .
P20 0 -2 4 8 . -6 .+ IR
AR 0 8 6 4. 26 24
i 5 0 0 6 6 6 B % -
: "6 0 0 6 0 R '8 2
‘ 7 o 0 8 0 4 g ST
! .8 0. 0 8 4 0 0 12
s 8- -0 0 8 0 6 - "8 2
: i [+ ECS = = - - SR,
, MEDIA : - 000 . 000 6,00 ase . 3w Az arm
"BE . o 0o 245 26 300 - 3% .  se
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GRAFICO 4.44. Indice de patogenia de los lotes experimentales SPN1 (400 mg/Kg/dia),
SPN2 (200 mg/Kg/dia), SPN1+PAL, SPN2+PAL Y PAL (20 mg/Kg/dia)
en el modelo experimental de 7. vaginalis.
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TABLA 4.90. Sinopsis del indice de patogenia y significacion estadistica para el ensayo de
inmunomodulacion de las saponinas SPN2 (200 mg/Kg/dia) y SPN2 + PAL (20
mg/Kg/dia) en el modelo de patogenia experimental de 7. vaginalis.

INDICE DE U MANN-WHITNEY
PATOGENIA

% £+ D.E. CONTROL SPN2 SPN2 + PALpre

CONTROL
31,11 +£4.26 -

SPN2
30,00 + 7,48 38,5 (p>0,05) -

SPN2 + PALpre
17,11 £6.,49 1,5 (p<0,01) 8.0 (p<0,01) -
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4.5.2. EFECTO INMUNOMODULADOR DEL EXTRACTO CTP

LLas experiencias siguientes van encaminadas a elucidar ia actividad inmunomoduladora

del extracto vegetal CTP (propiedad de A.S.A.C. Pharmaceutical International AIE).

Inicialmente, se han establecido 5 lotes experimentales de ratones NMRI
correspondientes a los grupos tratados con CTP (20 mg/Kg/dia) durante 10 dias, ademas, se
ha ensayado la co-administracion de CTP (20 mg/Kg/10 dias) + metamizol (274,87 mg/Kg/10
dia); CTP + SPN2 (200 mg/Kg/3 dias) y CTP + PAL (20 mg/Kg/10 dias). Todos los productos

se administran por via intraperitoneal, excepto, obviamente, las saponinas por via oral.

Los resultados, tras la valoracion de la necropsia, indican que el 1.P. del lote control -
29,78 + 3,53- presenta diferencias significativas respecto a los I.P. de los lotes CTP -16,60 +
5,81- y CTP + metamizol -22,54 + 7,58-, ambas para un nivel de confianza dei 5%. Ademas,
los indices de patogenia de los grupos CTP y CTP + metamizol no presentan diferencias
significativas para ¢l nivel de confianza prefijado; aunque se mantiene la tendencia observada
en la sinergia entre PAL y metamizol, ya que el tratamiento conjunto de CTP y metamizol

provoca una disminucion en el L.P. inferior a la que induce ¢l tratamiento de CTP.

Por otra parte, el LP. del grupo control presenta diferencias estadisticamente
significativas, respecto al L.P. del grupo SPN2 + CTP -13,42 + 3,41-, y por supuesto, frente
al I.P. del grupo experimental CTP + PAL -7,75 + 5,39-, ambas para un nivel de confianza del
5%. Alin mas, los grupos CTP + PAL, SPN2 + CTP presentan diferencias significativas para

el nivel de confianza establecido.

Se confirma el efecto adyuvante del extracto bruto de saponinas que potencia la
actividad inmunomoduladora del extracto CTP, asimismo, merece especial mencion el

sinergismo de PAL y CTP patente por la infima entidad de Ias lesiones valoradas en el lote.

En un experiencia independiente, se pretende verificar el efecto de CTP y del sinergismo

CTP + PAL, en una cepa de ratén como BALB/c méas susceptible a la infeccion experimental
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de T. vaginalis. Se ha mantenido las pautas de tratamiento y dosis empleadas en los ensayos

precedentes.

Segln se desprende de la evaluacion de la necropsia realizada a los ratones BALB/c,
el 1. P. del lote control -60,89 -+ 3,02- muestra diferencias significativas respecto al 1.P. del
grupo CTP (20 mg/Kg/10
CTP (20 mg/Kg/10 dias) + PAL (20 mg/Kg/10 dias) -48,00 + 2,82-, ambos para un nivel de

dias) -50,00 + 3.40-, y por supuesto, del LP. del lote experimental

confianza del 5%. Los LP. de los lotes con CTP v CTP + PAL, en este caso, no muestran
diferencias significativas.

La inmunomodulacion del extracto CTP se mucstra menos rotunda en la infeccion de
la cepa BALB/c, quizas por su mayor sensibilidad a la infeccion por 7. vaginalis, o bien, por

la elevada virulencia del lote de parasitos inoculados, segiin se desprende del LP. lote control.
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TABLA 4.91. Valoraciéon paramétrica del ensayo de inmunomodulacion de CTP (20
mg/Kg/dia) Y CTP+ METAMIZOL (274,98 mg/Kg/dia) en el modelo de

patogenia experimental de T. vaginalis.

CONTROL M LA. P B./P.JE. H(V). H(D). IP.
RATON 1 - - - - - - -
2 0 0 8 6 6 8 28
3 0 0 6 10 6 2 24
4 0 0 8 8 8 4 28
5 0 0 10 6 8 8 20
6 0 0 10 8 8 6 K7,
7 0 0 10 10 8 4 2
8 0 0 10 10 8 6 3
9 0 0 6 10 6 4 26
10 0 0 8 10 8 8 34
MEDIA 0,00 0,00 8.44 8,50 7.33 5,33 20,78
DE. 0,00 0,00 1,67 1,77 1,00 2,00 3s3
CTP + MET M. LA P B/PIE. HV). HO). 1P
RATON 1O ) 10 ) 6 8. )
' 2.0 0 6 6 4 2 18
30 0 8 8 8 8 32
4 0 0 6 4 0 0 10
5. 0 0 8 12 6 0. 2%
6 0 0 4 8 8. 4 24
7 0 0 10 8 .2 8 28
8 0 0 4 12 2 2 20
9 0 0 4 4 2 2 12
’ 10 0 0 10 8__ 2 2 2
MEDIA 0,00 0,00 6,67 7.78 4,22 378 244
DE. - 0,00 0,00 245 2,91 2,01 . 3,38 - BOS
P 'érpzu' N Y ] LA. P. B/PJE. . HW) ~ H(D): N
EATON 1 0 - ) 4 o 3 S R KR
1 oA o - 0 6 8 - X0 2. L8 ;
N 3 0 0 8 6 6 4 24
T B 0 8 6- . 6" 26
ool Ts o - o . 8 6 .2 2 i I
80 o . 0 0 2 .4 R
RPN AN 0 4 4 4. 4. B
e 00 0 6 4. 4 T4 A8
T Rt S I 0 8 4 2, 2 16 .- .
RSN DT | IR | IO 0 6 6 .0 -0 12 .
P . . L : - ’ - P S
L MEDIA: 0,00 0,00 5,80 460 . 320, 3,00 1660
! DE 000 = 000 2,57 190 493 170 582 ]
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TABLA 4.92. Valoracion paramétrica del ensayo de inmunomodulacién de CTP + PAL (20
mg/Kg/dia) Y CTP + SPN2Z (200 mg/Kg/dia) en el modelo de patogenia
experimental de T. vaginalis.

CONTROL M LA P BJP/E. H(V). H{D}. IP.
RATON 1 0 0 4 12 4 3 26
2 0 0 8 8 4 8 28
3 0 0 6 16 4 8 28
4 G 0 4 10 5 & 26
5 0 o 10 8 4 8 20
6 &) o 8 8 4 & 26
7 0 0 10 12 4 4 0
8 0 o G 10 8 8 2
9 - - - - - - -
10 - - - - - - -
MEDIA 0,00 0,00 7,00 9,75 475 6,75 2825
DE 0,00 0,00 2,39 167 149 1.49 225
CTP + SPN2
1 B -
2 -
3.
4
7
8
o -
0.
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TABLA 4.93. Valoracion paramétrica de! ensayo de inmunomodulacion de CTP + PAL (20
mg/Kg/dia) y CTP (20 mg/Kg/dia) en el modelo de patogenia experimental de
t. vaginalis (RATON BALB/c).

CONTROL M. LA P 8/P.JE. H(V). H(D). IP.
RATON 1 32 0 10 10 4 6 62
2 32 2 10 12 2 6 64
3 32 2 10 10 2 4 &
4 32 4 8 8 4 6 &2
5 26 0 8 8 6 8 56
6 26 2 10 10 6 6 &
7 26 2 10 12 4 4 58
8 26 2 10 10 8 10 &6
g 20 0 10 12 8 10 &0
10 - - - - - - -
MEDIA 28,00 1,56 9,56 10,22 4,89 6,67 80,60
DE. 424 1,33 0,88 1,56 2,26 2,24 302
cTP20 M LA P B/P/E. H(V) H(D). I.P.
RATON 1 32 ] ) q R 0 6
o 2 a2 0 10 8 2 0 52
3 32 2 10 6 0 0 80
4 a2 0 10 8 0 0 . B0
5 32 2 10 10 2 0 .58
6 32 0 10 10 0 0 52
7 3?2 0 10 & 2 0. 50
8 a2 0 10 6 2 2 52
9 <] a 10 6 o 0 48 -
10 26 0 10 B 0 o 44
MEDIA 31.40 0,40 10,00 7,20 0,80 3,20 50,00
. DE. - 1,90 0,84 0,00 1,93 1,03 063 - 340
§°Tf""’{“u°_ M: LA P B/P/E H(V) H(D} 1.P. §
RATON ~ 1 - 3 ) 70 o 0 0 @
booo. o200 28 o 8 0 0 0 48,
§ 3. 38 0 10 0 0 .0 48 .
: 4 .. .38 0 . 10 o 0 0 8
- R 0 10 4 0 .0 82
[ R a8 0 8 4 0 0 50 .,
7 32 0 10 4 0 4 . 80
T8 32 ] 10 0 2 a4 BT -
o 9 - 32 0 10 0 0 -0 42
L 10 - - - . L - :
© MEDIA - 36,00 . 0,00 9,56 1,33 022 U089 4800 3
CDE. 300 - 0,00 0,88 2,00 067 176 288
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GRAFICO 4.45. Indice de patogenia de los lotes experimentales CTP, C1P + MET
(274,98 mg/Kg/dia), CTP + SPN2, CTP + PAL (20 mg/Kg/dia) en el
modelo experimental de 7" vaginalis.
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GRAFICO 4.46.  indice de patogenia de los lotes experimentales CTP, CTP + PAL (20
mg/Kg/dia) en el modelo experimental de 7. vaginalis (RATON:
BALB/c).
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TABLA 4.94. Sinopsis del indice de patogenia y significacion estadistica para el ensayo de
inmunomodulacién de CTP (20 mg/Kg/dia), CTP+MET (274,98 mg/Kg/dia)
en el modelo de patogenia experimental de 7. vaginalis.

INDICE DE
PATOGENIA

U MANN-WHITNEY

% + D.E.

CONTROL

CTP

CTP + MET

CONTROL
29,77 £3,53

CTP 20
16,60 + 5,82

2,0 (p<0,01)

CTP + MET
22,44 + 8,05

17,0 (p<0,05)

26,5 (p>0,05)

TABLA 4.95. Sinopsis del indice de patogenia y significacion estadistica para el ensayo de
inmunomodulacion de CTP + PAL (20 mg/Kg/dia), CTP + SPN2 (200
mg/Kg/dia) en el modelo de patogenia experimental de 7. vaginalis.

INDICE DE
PATOGENIA

U MANN-WHITNEY

x £ D.E.

CONTROL

CTP+SAPONINA

CTP + PAL

CONTROL
28,25 +2,25

CTP+SAPONINA
13,42 £ 3,41

0,0 (p<0,01)

CTP + PAL
7,75 +5,39

0,0 (p<0,01)

10,5 (p<0,05)

277



EXPERIENCIAS Y RESULTADOS

TABLA 4.96. Sinopsis del indice de patogenia vy significacion estadistica para el ensayo de
inmunomodulacion de CTP (20 mg/Kg/dia), C1P + PAL (20 mg/Kg/dia) En el
modelo de patogenia experimental de 7" vaginalis (RATON: BALB/c).

INDICE DE U MANN-WHITNEY
PATOGENIA

% + D.E, CONTROL CTPpre CTP + PAL

CONTROL
60.89 + 3,02 -

CTP
50,00 = 3,40 0,5 (p<0,01) -

CTP + PAL
48,00 + 2,83 0,0 (p<0,01) 28,0 (p>0,05) -
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4.5.3. Evaluacion seroldgica del tipo de respuesta inmunitaria frente a Trichomonas

vaginalis en el modelo murino de infeccion intraperitoneal.

Adicionalmente a la necropsia, de entre las experiencias mas significativas en ratones
BALDB/c, se han recolectado sueros, extraidos por la técnica de Noller, para intentar esclarecer

el tipo de respuesta inmunitaria murina frente a la infeccion intraperitoneal de T. vaginalis.

Si en una primera etapa, la evaluacion de las lesiones y la mortalidad permite una
aproximacién al conocimiento de la patogenia; en esta segunda, para investigar la actividad
potencial de los extractos vegetales inmunomoduladores es preciso profundizar en la respuesta

inmunologica que se establece en el modelo parasitario.

En este sentido, se han realizado determinaciones serologicas de las subclases de
inmunoglobulinas G (G,,G,,,G,,,G;), con la intencion de establecer el tipo de respuesta
Th1/Th2 que controla la infeccion experimental del parasito. Para, posteriormente, desarrollar
mediante un kit de ELISA indirecto (ENDOGEN, Inc., Cambridge MA, U.S8.A)
determinaciones séricas de los niveles de interleucina-4 (IL-4) e interferén-gamma (IFN-y) a

lo largo del tiempo de experimentacion.

4.5.3.1. Determinacion sérica mediante ELISA indirecto de las subclases de
inmunoglobulina G (IgG) inducidas en el modelo de inmunomodulacion de

Trichomonas vaginalis.

Como ensayo preliminar al estudio de la dindmica serologica de las citocinas en el
modelo parasitario, se realiza una evaluacion de las subclases de IgG a lo largo del proceso
experimental. Se persigue establecer una hipotesis del tipo de respuesta inmunologica
(Th1/Th2) que apoyase, o no, los resultados que se producen en la determinacién de los niveles
en suero de IL-4 ¢ IFN-y. La valoracion se realiza mediante un ELISA indirecto, siendo la
lectura de absorbancia a A=490 nm.
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A continuacion, en la Tabla 4.97. se indica la evolucién de las inmunoglobulinas
(IgG+IgM e IgG) y las subclases de la inmunoglobulina G (IgG,, IgG,,, IgG,, ¢ IgG;) en el
modelo de inmunomodulacion de T. vaginalis a lo largo del periodo experimental. Los
resultados expresan el valor medio (%) y la desviacion estandar (D.E.) de la densidad 6ptica
(DO,-DO,) obtenida de 7 determinaciones independientes por duplicado, segiin se define en la

propia tabla.

Mas adelante, la Grafica 4.47. recoge la evolucion temporal de las subclases de IgG a
lo largo de 5 semanas, atin cuando, el tramo critico de mayor interés se limita al periodo de
observacion de las lesiones y la mortalidad (2 semanas), recogido en un recuadro ampliado en

la misma.
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TABLA 4.97. Evolucion serologica de la respuesta humoral inducida por 7. vaginalis en el
modelo murino de infeccion intraperitoneal, segin el método de ELISA

(A=490 nm).
SEMANASP.L ¢

DOp - DOt * 1° 2° 3° 4° 5b
IgG+IgM 0,026 + 0,010 0,052 +0,013 0,055 + 0,023 0,064 + 0,025 0,211 +0,038
IgG 0,027 £ 0,011 0,055 +0,017 0,143+ 0,035 0,483 + 0,070 0,412+ 0,075
Ig G, 0,011+ 0,005 0,023 + 0,003 0,140 + 0,056 0,195 + 0,065 0,255 £ 0,050
Ig G,, 0,007 + 0,003 0,015 £ 0,009 0,012 + 0,004 0,023 +0,010 0,107 £ 0,043
Ig Gy, 0,009 + 0,004 0,010 + 0,004 0,029+ 0,018 0,040+ 0,010 0,045+ 0,017
Ig G, 0,028 + 0,009 0,055+ 0,013 0,075 + 0,020 0,112 +0,035 0,158 + 0,036

a. DO,: Diferencia entre la densidad optica del suero problema (procedente de ratones infectados con

T. vaginalis) frente a antigeno y la seroalbimina bovina (BSA).
DO, Diferencia entre la densidad 6ptica del suero negativo (procedente de ratones no infectados
con 7. vaginalis) frente a antigeno y la seroalbimina bovina (BSA).

b. Se expresa el valor medio (%) de densidad 6ptica (DOp-DOY) para n=7 determinaciones independientes por
duplicado + la desviacion estandar (D.E.) correspondiente.

c. SEMANAS P.I.: Semana post-infeccion.

GRAFICA 4.47. Dinamica de las subclases de la inmunoglobulina G (IgG) en el modelo

experimental de Trichomonas vaginalis en un periodo de 5 semanas p.i.
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4.5.3.2. Determinacién sérica mediante ELISA indirecto de las citocinas.

mnterferon-gamma (IFN-v) e interleucina-4 (IL-4).

La elucidacién de la respuesta inmunomoduladora de los extractos vegetales PAL
y CTP en el modelo experimental de 7. vaginalis; hasta el momento, ha venido determinada
por la evaluacién diferencial de las lesiones caracteristicas de la infeccién intraperitoneal del

flagelado en la cepa murina seleccionada.

En orden a establecer una evidencia molecular directa de la actividad
inmunomoduladora de los extractos, se ha realizado la valoracion por ELISA indirecto de

las citocinas interferon-y (IFN-v) e interleucina-4 (IL-4).

Si de una parte, IFN-y es un marcador especifico de la respuesta mediada por
linfocitos Th1, y de otra, la IL-4 es un marcador alternativo de las respuestas mediadas por
linfocitos Th2; ambas determinaciones permiten caracterizar el tipo de respuesta inmunitaria
preponderante en el modelo experimental de T. vaginalis libre de tratamiento. Asimismo,
se verifica la modulacion de las citocinas tras un tratamiento de 10 dias previo a la infeccion
(-10,0) con los extractos vegetales PAL y CTP. La comparacion entre el lote no tratado
(CONTROL) y los tratados (PAL, CTP, PAL+CTP) permitira establecer el efecto
inmunomodulador de los extractos sobre la respuesta inmune murina, en particular, sobre

las citocinas que coordinan el balance de las respuestas Th1/Th2.

En cuanto a los resultados, se observa un incremento muy significativo de [FN-y
sérico en el lote CONTROL tras la infeccidn que alcanza su maximo el dia +10
postinfeccién (6824,935 pg/ml) y que posteriormente disminuye hasta recuperar,
aproximadamente, los niveles basales (870,011 pg/ml). Tanto el tratamiento de PAL
(357,719 pg/mlen el dia +10 p.i.) como de CTP (647,967 pg/ml en el dia +10 p.i.) modulan
negativamente los niveles séricos de IFN-vy respecto al CONTROL establecido. Asimismo,
el tratamiento sinérgico de PAL+CTP produce un descenso en la producci(’m de IFN-y que

alcanza un méaximo relativo de 1770 pg/ml el dia 0.para alcanzar niveles basales el dia 15 p.1.
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No obstante, los perfiles de las citocinas presentan dinamicas muy diferentes, si bien
el lote tratado con PAL desde el nivel basal (870,011 pg/mleneldia -5 p.i.) desciende hasta
178,937 pg/ml el dia de la inoculacién de la infeccion, para posteriormente mantenerse €n
357,719 pg/ml el dia +10 p.i.; por contra, el lote tratado con CTP desde el nivel basal
(880,325 pg/ml en el dia -5 p.i.) asciende ligeramente hasta 1770,805 pg/ml el dia de

inoculacién de 7. vaginalis para descender progresivamente hasta 127,365 pg/mlel dia +15

p-L

De otra parte, en el ensayo de determinacion sérica de IL-4 se presenta un
incremento de la interleucina en el lote CONTROL, que tras la infeccion alcanza su MAXimo
el dia +10 postinfeccion (42,540 pg/ml) y que, posteriormente, disminuye hasta los niveles
basales (19,710 pg/ml). En este caso, el tratamiento de PAL anticipa el maximo nivel de IL-
4 (45,510 pg/ml) en el dia +5 p.i.,, aunque, independientemente del desfase, la dinamica de
las concentraciones sea idéntica con la mostrada por el lote CONTROL. Por su parte, cllote
tratado con CTP muestra un abrupto incremento de IL-4 que alcanza su maxima expresion
el dia de la inoculacién del parésito y que disminuye paulatinamente a medida que progresa

el tiempo de observacion experimental.

Ambos extractos parecen, pues, anticipar la presencia del maximo nivel de IL-4 en
ol suero de los ratones BALB/c infectados con 7. vaginalis, aunque no sean capaces de
incrementarlo respecto al lote CONTROL. Siendo el extracto CTP quien manifiesta un
comportamiento inmunomodulador mas aparente, que llega a alcanzar la maxima
concentracion de IL-4 sérica, al menos, 10 dias antes que su lote CONTROL establecido.
El tratamiento con PAL + CTP, en una primera etapa, favorece que la produccién de IL-4
siga el patrén del tratamiento con CTP (hasta el dia 0). Posteriormente, la dindmica, aunque

con incremento en las concentraciones de IL-4, mantiene el perfil del tratamiento con PAL.
De forma pormenorizada, se presentan a continuacion, las tablas y gréificas de las

evoluciones de las concentraciones de IFN-y e IL-4 en los lotes CONTROL y tratados con

PAL, CTP y PAL+CTP en el modelo de inmunomodulacién de Trichomonas vaginalis.
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TABLA 4.98. Dinamica de la concentracion sérica de IFN-y en ratones BALB/c infectados
intraperitonealmente por 7. vaginalis (GRUPO CONTROL).

POSTIS ON D.0. 1 D.0.2 D.0.% IFN-y (pg/ml)
-5 0,200 0,227 0,213 1323,800
0 0,162 0,144 0,153 907,831
5 0,554 0,788 0,671 4469,780
10 1,017 1,010 1,013 6824,935
15 0,154 0,141 0,147 870,011

En la tabla se expresan los valores medios de densidad optica (A = 450 nm) y la concentracién de IFN-
v calculada mediante la interpolacién en la recta de regresion (recta de calibrado) procedente de un
patrén de IFN-y recombinante.

GRAFICA 4.48. Evolucion de la concentracion de interferon-y en el curso de la infeccion
intraperitoneal de ratones BALB/c con 7. vaginalis sin tratamiento (grupo
control).

8 IFN-gamma (1000 x pg/ml)

DIAS POSTINFECCION
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TABLA 4.99. Dinamica de la concentracion sérica de IFN-y en ratones BALB/c infectados
con 7. vaginalis y tratados con PAL (GRUPO PAL).

POSTIAS o D.0. 1 D.O.2 D.0.x IFN-y (pg/ml)
-5 0,162 0,133 0,148 870,011
0 0,052 0,042 0,047 178,937
5 0,055 0,074 0,065 299,273
10 0,069 0,077 0,073 357,719
15 0,057 0,095 0,076 378,351

En la tabla se expresan los valores medios de densidad optica (A = 450 nm) y la concentracién de IFN-
v calculada mediante la interpolacién en la recta de regresion (recta de calibrado) procedente de un
patron de IFN-y recombinante.

GRAFICA 4.49. Evolucion de la concentracién de IFN-y en el curso de la infeccion
intraperitoneal con 7. vaginalis tras el tratamiento con PAL (dias -10 a 0

p.i.).

8 IFN-gamma (x 1000 pg/mi)

DIAS POSTINFECCION
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TABLA 4.100. Dindmica de la concentracion sérica de IFN-y en ratones BALB/c
infectados con 7. vaginalis y tratados con CTP (GRUPO CTP).

OSTIAS on D.O. 1 D.0.2 D.0.x% IFN-y (pg/ml)
-5 0,069 0,053 0,061 275,200
0 0,203 0,142 0,172 1041,920
5 0,171 0,145 0,158 942212
10 0,118 0,113 0,115 649,967
15 0,045 0,055 0,050 199,560

En la tabla se expresan los valores medios de densidad optica (A = 450 nm) y la concentracién de IFN-
v calculada mediante la interpolacién en la recta de regresion (recta de calibrado) procedente de un
patron de IFN-y recombinante.

GRAFICA 4.50. Evolucion de la concentracion de interferén-y en el curso de la infeccion
intraperitoneal con 7. vaginalis tras el tratamiento con CTP (dias -10a 0

p.1.).

8 IFN-gamma (x 1000 pg/ml)

DIAS POSTINFECCION
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TABLA 4.101. Dinamica de la concentraciéon sérica de IFN-y en ratones BALB/c
infectados con 7. vaginalis Y tratados con PAL+CTP (GRUPO PAL+CTP).

ST on D.O. 1 D.O. 2 D.0.x IFN-y (pg/ml)
-5 0,175 0,123 0,149 880,325
0 0,343 0,214 0,278 1770,805
5 0,156 0,150 0,153 907,830
10 0,118 0,113 0,115 649,967
15 0,046 0,033 0,039 127,360

En la tabla se expresan los valores medios de densidad optica (A = 450 nm) y la concentracion de IFN-
v calculada mediante la interpolacion en la recta de regresion (recta de calibrado) procedente de un
patrén de IFN-y recombinante.

GRAFICA 4.51. Evolucién de la concentracion de interferon-y en el curso de la infeccion
intraperitoneal con 7. vaginalis tras el tratamiento con CTP (dias -10a 0

p.i.).

8 IFN-gamma (x 1000 pg/mi)

e

DIAS POSTINFECCION
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GRAFICA 4.52. Sinopsis de la evolucién de la concentracién de IFN-y en los lotes control,
y tratados con PAL, CTP, PAL+CTP.

g |FN-gamma (x 1000 pg/mi)

— CONTROL
— PAL
—CTP
—CTP+PAL

DIAS POSTINFECCION
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TABLA 4.102. Dinamica de la concentracion sérica de IL-4 en ratones balb/c infectados
con 7. vaginalis (GRUPO CONTROL).

POSTIMAS O D.O. 1 D.O. 2 D.0.x IL-4 (pg/ml)
-5 0,126 - 0,126 14,295
0 0,102 0,105 0,103 8,490
5 0,160 0,209 0,184 29,389
10 0,264 0,207 0,235 42,540
15 0,169 0,125 0,147 19,710

En la tabla se expresan los valores medios de densidad optica (A = 450 nm) y la concentracion de 1L-4
calculada mediante la interpolacién en la recta de regresion (recta de calibrado) procedente de un
patrén IL-4 recombinante.

GRAFICA 4.53. Evolucion de la concentracion de interleucina-4 en el curso de la infeccion
intraperitoneal de ratones BALB/c con 7. vaginalis (grupo control).

IL-4 (pg/mi)

70

-5 0 5 10 15
DIAS POSTINFECCION
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TABLA 4.103. Dinamica de la concentracion sérica de IL-4 en ratones BALB/c
infectados con 7. vaginalis y tratados con PAL (GRUPO PAL).

OSTIAS oN D.0.1 D.O.2 D.O.x IL-4 (pg/ml)
-5 0,098 : 0,098 7,071
0 0,156 0,155 0,155 22,036
5 0,248 0,246 0,247 45,510
10 0,150 - 0,150 20,487
15 0,121 0,116 0,118 12,350

En la tabla se expresan los valores medios de densidad 6ptica (A = 450 nm) y la concentracion de
IL-4 calculada mediante la interpolacion en la recta de regresion (recta de calibrado) procedente de
un patron de IL-4 recombinante.

GRAFICA 4.54. Evolucién de la concentracion de interleucina-4 en el curso dela
infeccién intraperitoneal con 7. vaginalis tras el tratamiento con PAL

(dias -10 a 0).

IL-4 (pg/ml
0 (pg/mi)

0
5 0 5 10 15
DIAS POSTINFECCION
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TABLA 4.104. Dinamica de la concentracion sérica de IL-4 en ratones balb/c infectados
con 7. vaginalis y tratados con CTP (GRUPO CTP).

ST on D.O. 1 D.0.2 D.0.x IL-4 (pg/ml)
-5 0,104 0,123 0,113 11,100
0 0,277 0,217 0,247 45,510
5 0,231 0,200 0,215 37,380
10 0,195 - 0,195 32,090
15 - - . -3

En la tabla se expresan los valores medios de densidad optica (A = 450 nm) y la concentracion de IL-4
calculada mediante la interpolacién en la recta de regresion (recta de calibrado) procedente de un

patron de 1L.-4 recombinante.

 No se dispone de suero del dia decimoquinto ya que los ratones de dicho lote habian muerto previamente.

GRAFICA 4.55. Evolucién de la concentracion de interleucina-4 en el curso de la infeccion
intraperitoneal con 7. vaginalis tras el tratamiento con CTP (dias -10 a 0).
El asterisco sefiala la Gltima determinacion disponible.

IL-4 (pg/mi)

70

DIAS POSTINFECCION
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TABLA 4.105. Dinamica de la concentracion sérica de IL-4 en ratones BALB/c infectados

con 7. vaginalis y tratados con PAL+CTP (GRUPO PAL+CTP).

POSTIAS on D.0. 1 D.0.2 D.0.x IL-4 (pg/ml)
-5 0,104 0,123 0,113 11,060
0 0,311 0,159 0,235 42,410
5 0,311 - 0,311 62,020
10 0,195 - 0,195 32,090
15 - - - -1

En la tabla se expresan los valores medios de densidad optica (A = 450 nm) y la concentracion de IL-4
calculada mediante la interpolacion en la recta de regresion (recta de calibrado) procedente de un
patron de IL-4 recombinante.

 No se dispone de suero del dia decimoquinto ya que los ratones de dicho lote habian muerto previamente.

GRAFICA 4.56. Evolucion de la concentracion de interleucina-4 en el curso de la infeccion
intraperitoneal con 7. vaginalis tras el tratamiento con PAL+CTP (dias -10
a 0). El asterisco sefiala la ultima determinacion disponible.

0 IL-4 (pg/mi)

DIAS POSTINFECCION
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GRAFICA 4.57. Sinopsis de la evolucion de la concentracion de IL-4 en los lotes
CONTROL y tratados con PAL, CTP y PAL+CTP. El asterisco sefiala la
ausencia de suero disponible el decimoquinto dia por el deceso de los

ratones supervivientes.

iL-4 (pg/mi)

— CONTROL
—CTP+PAL
— PAL

— CTP

DIAS POSTINOCULACION
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5.- DISCUSION

5.1. CRIBADO FARMACOLOGICO /N VITRO

5.1.1. Sobre el cribado farmacolégico in vitro frente a I. vaginalis

Trichomonas vaginalis es un arquetipico modelo experimental en el cribado
farmacolégico antiprotozodsico de organismos de metabolismo anaerobio. Las caracteristicas '
del flagelado, que tiene un ciclo biolégico muy corto (méaximo crecimiento entre 24 y 48 horas),
sin formas de resistencia (quistes), la escasa dificultad que conlleva su cultivo (medio Diamond
modificado) y el nulo riesgo para el experimentador que manipula razonablemente los cultivos,
permiten el disefio de un ensayo farmacologico primario rapido, econdémico y fiable, que son
cualidades fundamentales en la valoracién biologica de potenciales principios activos (de

sintesis o naturales) frente a agentes infecciosos (parasitos).

La técnica utilizada en nuestro laboratorio, donde se evaliian productos de sintesis o
extractos vegetales como antiprotozodsicos, sigue el método propuesto por Howes (1969),
salvo que los productos a ensayar se adicionan 6 horas después de la resiembra, momento en
el que se inicia el crecimiento logaritmico, y que permite observar y registrar
independentemente la actividad citocida y citostatica (Herrero et al., 1992). Para ello,
calculamos el indice de crecimiento (IC) en cada lote ensayado, incluido los controles. Este IC
es el cociente entre el n° de tricomonadidos al final del periodo de incubacion (24 o 48 horas)
y el n° existente en la hora 0 (o de adicion del potencial fairmaco). Cuando el IC es mayor que
uno (IC>1), se calcula el porcentaje de actividad citostatica (Y%AC) para los productos de
sintesis o el porcentaje de crecimiento (%C) para los productos naturales, esto se explica
porque los extractos vegetales, con relativa frecuencia, no sélo no inhiben el crecimiento de los

protozoos sino que lo favorecen probablemente por la presencia de azicares o lipidos que son

utilizados como nutrientes suplementarios.

Ambos indices S?ﬂ?ﬁﬂf_l o qué proporcién se inhibe la diyision de los flagelados en
presencia del productq. §i qHQ es menor que uno (IC<1), el Bﬂ{émetro establecido es el
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porcentaje de reduccion (%R) y expresa en qué proporcion la presencia del compuesto es capaz

de eliminar los tricomonadidos presentes en el inoculo inicial.

Desde el punto de vista de la sintesis, los métodos clasicos para la bisqueda de nuevos
compuestos quimicos Utiles en la terapéutica antiprotozodsica son tres: la aproximacion

empirica, racional y selectiva.

El cribado empirico recoge la evaluacion de la actividad biolégica de un gran niimero
de compuestos sin antecedentes de la actividad buscada. El éxito evidente de este método
radica en la cantidad de productos que se someten al ensayo que, por tanto, debe ser lo mas

sencillo y rapido posible en esta etapa inicial.

La aproximacion racional parte de un conocimiento exhaustivo de la biologia molecular
del parsito, o al menos, de las rutas metabdlicas que pueden ser bloqueadas sin perjuicio para
el hospedador; el cual elude el dafio por una toxicidad diferencial (cualitativa o cuantitativa)
en relacion a dicho proceso. En contra del método racional se argumenta la limitacion que la
seleccion de una diana provoca, respecto al conmjunto de procesos bioguimicos que,
potencialmente, podrian sefialarse como objetivos diferenciales (parasito/hospedador).
Llegandose a seftalar que, si la aproximacion racional es irrestible y la empirica humillante,
ésta ultima es provechosa y la primera infructuosa (Campbell, 1983, citado por Martinez

Grueiro, 1987).

Finalmente, la aproximacion selectiva surge de la cooperacion del cribado empirico y
racional, por cuanto las observaciones empiricas son utilizadas para incrementar la actividad
o reducir la toxicidad de los compuestos quimicos en los que se ha detectado actividad

farmacologica.
En este area se puede circunscribir, habitualmente, nuestro trabajo, ya que partiendo

de un compuesto que se ha mostrado activo (cabeza de serie), se plantea la sintesis de otros

nuevos, introduciendo multiples modificaciones (analogos estructurales).
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Si. habitualmente, nuestra aportacion enla bisqueda de nuevos agentes quimioterapicos
se ha centrado en la aplicacion de modelos de cribado empirico y selectivo, en el futuro, el
apoyo al método de aproximacion racional, debera ser un objetivo prioritario. En cualquier
caso, mientras el futuro nos alcanza, se presenta la evaluacion farmacolgica selectiva de tres

series de productos de sintesis con potencial actividad antiprotozodsica.
5.1.2. Sobre la actividad antiprotozoosica de los compuestos de sintesis ensayados
5.1.2.1. Actividad de los derivados de tetrahidro-2H-1,3,5-tiadiazin-2-tionas.

Esta serie incluye derivados con demostrada actividad antibacteriana, antifiingica,
antivirica y antihelmintica como profarmacos (Ertan e al., 1992). La actividad antimicrobiana
de estos compuestos parece residir en los acidos isotiocianico y ditiocarb&mico, que se forman
por hidrolisis del anillo de las tiadiazinas disustituidas. En virtud de la situacion descrita, se
sintetizaron nuevos compuestos (Suarez et al., 1996, Pérez et al., 1997) con posible actividad

antiprotozodsica, probablemente, relacionada con la inhibicién de cistein-proteinasas.

La presencia de cistein-proteinasas ha sido detectada en la mayoria de los grupos de
protozoos parasitos. Una nueva aproximacion en la investigacion de farmacos
antiprotozoosicos es el disefio de profarmacos que pudieran inactivar la cistein-proteinasa del
parasito (North et al., 1990). Toda vez ue la interaccion entre el isotiocianato y la cisteina ha
quedado demostrada (Goksoyr, 1964), los derivados de tiadiazinas disustituidas parecen

constituirse en firmes candidatos para la inhibicion de las proteinasas.

Rieche et al. (1966) sefialan que la naturaleza del sustituyente de la posicién 3 influye
significativamente sobre la actividad antimicrobiana y, ademas, los sustituyentes en la posicion
S promueven una mayor toxicidad. La actividad dptima se obtiene en compuestos que

presentan grupos lipofilicos en la posicién 3 e hidrofilicos en la posicion 5.

En este contexto y siguiendo nuestro interés en farmacos antiprotozoosicos (Atienza

etal., 1992), se han sintetizado y ensayado 34 nuevos compuestos derivados de tetrahidro-2H-
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1,3,5-tiadiazin-2-tiona frente a T. vaginalis y Trypanosoma cruzi. De una parte, la presencia
en la posicion 5 del radical carboxialquil disminuye la toxicidad del compuesto frente a células
humanas (Ertan ef a/., 1992), y de otra, en la posicion 3 se unen, alternativamente, 4 tipos de
sustituyentes que modifican la naturaleza de los derivados de tiadizinas. Los radicales
implicados son (a) furfurilo (1a:1n), (b) ciclohexilo (2a:L-2n), (c) pentacarboxil (3a:L-3n) y (d)

2'-etanocarboxil (4a).

En cuanto a la actividad farmacologica, todos los derivados de tiadiazinas ensayados,
excepto L-1e, muestran una muy importante propiedad tricomonicida, oscilando sus actividades
entre el 93% y el 100% a 100 pg/ml. Los compuestos D-1j y 1m mantienen su eficacia a 10
ug/ml con porcentajes de reduccion (%R) del 100% y 94% respectivamente, para también 1m
(1 pg/ml) mantener un porcentaje de reduccion del 59%, con un efecto tricomonicida proximo
al que produce metronidazol a 0,1 pg/ml (%R=52%). Ademas los compuestos tiadiazinicos

tipo (b) y (c) muestran leves actividades citostaticas a ambas dosis (10 y 1 pug/ml).

La naturaleza de los sustituyentes en la posicion 3 y 5 no introduce importantes
diferencias en la actividad tricomonicida (% reduccién) de las series estudiadas, ya que la
mayoria de los compuestos pierde su actividad tricomonicida a 10 pg/ml; este hecho parece
indicar que, el caracter de los sustituyentes de la posicion 3 ensayados, no influye demasiado
en la actividad tricomonicida i vitro. Con respecto a la esteroisomeria de los compuestos, D-1;

(CM.C. < 10 pg/mi) fue mas tricomonicida que L-1j (CM.C. < 100 pg/ml).

Ninguno de los compuestos resulta mas activo que metronidazol.

Se debe sefialar que todos los compuestos muestran una alta actividad tripanocida a 100
pg/ml con un rango de reduccion entre el 95-100%, con la sola excepcion de L-le y 3h
(YoR=83,00 y 89,00 respectivamente). La concentracién minima citocida (C.M.C.) de la
mayoria de los compuestos es menor o igual a 10 pg/ml; mucho menor que la producida por

nifurtimox (10-100 pg/ml).
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Para concluir, se ha probado la actividad citotoxica de la mayoria de estos productos
sobre células HeLa (Pérez et al., 1997) y, en general, muestran una fuerte toxicidad. Los
derivados tiadiazinicos tipo (a) tienen una concentracion inhibitoria (Cl,) menor de 5 pug/ mi,
lo que da una idea de 1a fuerte toxicidad inespecifica. En los (b} la Cl, es, generalmente, mayor
de 10 pug/ml, con valores superiores e inferiores muy préximos a esta concentracion. En el caso
de los derivados tipo (c) es el 3m el de mayor toxicidad inespecifica, el resto de los valores
tienen una Cl,, cercana a 10 pg/ml. El producto 3p es muy toxico, si se prueba en el momento

de la disolucion del producto, pero con el tiempo pierde parte de su actividad (Muelas, 1998).

No obstante, puesto que han demostrado ser citotoxicos sobre lineas celulares

tumorales, su actividad como posibles anticancerosos no ha sido descartada (Ochoa, 1998).

5.1.2.2. Actividad de la serie CP -tieno(2,1)benzotiazepinas S,S-dioxidos y

dibenzo(c,Ntiazepinas S,S-didxidos-.

Las benzotiazepinas, clasicamente, se han identificado con compuestos bloqueadores
de canales de Ca*' (clase I11) y se prescriben para el tratamiento de trastornos cardiovasculares,
como la angina de pecho, la hipertension, la arritmia, entre otros usos. El mecanismo de accién
parece ser la interaccion con la glicoproteina del canal. Es muy probable que la eficacia como
antihipertensores de los bloqueantes de los canales de Ca* se deba a su capacidad natriurética

(eliminacion de Na') (Avendafio, 1994).

No obstante, el ensayo como antiprotozoosicos no parece obedecer a ningin criterio

a priori relacionado con su estructura, al menos, segun la informacion de que disponemos.

En cualquier caso, su analogia estructural con las fenotiazinas (Chan ef al., 1998),
inhibidores clasicos de la tripanotion reductasa, les hacen buenos candidatos como potenciales

agentes tripanocidas.

En el cribado farmacoldgico antiprotozoosico frente a 7. vaginalis de la serie CP

destacan dos compuestos: CP-20 con un porcentaje de reduccién del 100% (100 pg/ml) y una
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actividad citostatica entre 20-40% (10 pg/mt), y CP-216 que presenta asimismo un porcentaje
de reduccion del 100% (100 pg/m!) y una actividad citostatica que oscila entre el 60 y 30% (10

ug/ml) en los recuentos a 24 y 48 horas, respectivamente.

Ademas, los productos CP-1, CP-5, CP-7, CP-47, CP-169 y CP-237 presentan una
actividad citostatica superior al 50% tanto a 24 como a 48 horas. Ningun significado especial
merecen los porcentajes de reduccion a 48 horas de los productos CP-1 y CP-5 que son

debidos a los bajos indices de los testigos.
5.1.2.3. Actividad de la serie de las aminas acomplejadas con Cu?",

Los compuestos 6-ACA y D-ASPA tienen una actividad citocida proxima al 100%
tanto a 24 ‘horas como 48 horas para las concentraciones 100 y 10 pg/ml, presentando para 1
pug/ml porcentajes de actividad citostatica inferiores al 50%. El resto de las aminas
acomplejadas con Cu? (2-AIB, T-2AIB, T-DASPA y L-ALN) a 100 pg/ml muestran
porcentajes de reduccion en torno al 100%, excepto L-ASPA que, Unicamente, alcanza un
2,56%. Ala concentracion intermedia (10.ug/ml), T-2AIB y T-DASPA muestran una actividad
citostatica alrededor del 85%. Mientras que, L-ASPA, L-ALN y 2-AlIB, presentan un 68%. La
inhibicion del crecimiento para T-2AIB, T-DASPA, L-ASPA, L-ALN y 2-AIB, a la
concentracion de 1 pg/ml, desciende a niveles generalniente iriferiores al 30%. eI

e Foe ‘!"”\‘
=Lk _'.7

Los compuestos derivados de aminas acomplejadas- con Cu2+ presentan 01erta analogia.
estructural con derivados de tiadiazinas y, quizas; ﬁﬂfﬂti%mﬂgﬁzoies lo que parece haber -

determinado su eleccion para los ensayos como potenciales agentes antiprotozodsicos.

Por otra parte, es imprescindible contemplar otras alternativas en el desarrolio
B~
farmacolégico; ademds de los productos de sintesis, conviene recordar que los productos de

origen natural ofrecen una via alternativa.
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5.1.3. Cribado farmacolégico antiprotozodsico de extractos vegetales

iberoamericanos

En el cribado farmacologico de extractos vegetales frente a 7. vaginalis, unicamente
CNL (Tablas 4.33 y 4.34), procedente de las hojas de Neurolaena lobata, ha presentado un
100% de actividad citocida al cabo de 24 horas para la concentracion de | mg/ml; ademas para
el ensayo a 0,5 mg/ml en 48 horas se produce un porcentaje de reduccion (%R) del 90,14%.
No obstante, para la concentracidn inferior ensayada (0,1 mg/ml), se obtiene una actividad

citostatica (%AC) proxima al 56% (%C,,44:44,21-43,10), tanto a 24 como a 48 horas.

Ei extracto CNL, se ha ensayado frente a formas epimastigotes de 7. cruzi en nuestro

laboratorio, con porcentajes de actividad tripanocida del 95% a 1y 0,5 mg/ml.

Estos resultados son coherentes con los presentados por Céceres y otros (1998), con
otro extracto de la misma planta; asimismo Berger y colaboradores (1998) coinciden en la

observacion de la actividad citocida frente a T. cruzi,

El analisis fitoquimico del extracto realizado por Villar y colaboradores (1997) destaca
la presencia de flavonoides como potenciales agentes de la actividad tripanocida. CNL es, sin
duda, el extracto vegetal mas prometedor como agente antiprotozodsico, de cuantos se hayan

ensayado en nuestro laboratorio en los dos modelos: T. vaginalis y T. cruzi.

Por su parte, los extractos SCP y CBT (Tablas 4.9 y 4.10) manifiestan actividades
citostaticas entre el 60% (%C,, 44:37,99-45,62) y 70% (%C,4:32,51) respectivamente, parala ’

concentracion de 1 mg/ml.

A continuacion, el extracto CMC de Mikania cordifolia (Tablas 4.9 y 4.10) muestra
una actividad citostatica que ronda el 40% a las concentraciones de 1 (%C:34,10), 0,5
(%C:66,12) y 0,1 mg/mi (%C:64,20) a 24 -horas, que se mantiene a la mayor concentracion al
cabo de 48 horas. Los prometedores resultados condujeron al fraccionamiento de este (iltimo

extracto, en aras de purificar el principio activo presente en el extracto bruto. De los
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subextractos seleccionados por el método de solventes que se recoge en MATERIAL Y
METODOS, las fracciones CMC-B (f. metandlica) y CMC-C (f. butanodlica) (Tablas 4.12 y
4.14) presentan una actividad citostatica a 1 mg/ml del 75% y que se manttene al 74,27% para
CMC-C (0,5 mg/ml), pero que desciende al 66,12% para CMC-B (0,5 mg/ml) en las primeras
24 horas. Posteriormente, CMC-B pierde su actividad citostatica a 48 horas mientras que
CMC-C mantiene a 1 mg/ml una actividad citostatica del 64,74% y 42,75% a 0,5 mg/ml. Por

contra, las fracciones CMC-A y CMC-D carecen de actividad tricomonicida.

Finalmente, merece especial mencion el extracto PPN de Scutia buxifolia (Tabla 4.17)
que presenta una actividad citostatica del 48,88% en las primeras 24 horas de contacto, para

mitigarse mas tarde.

También destaca el extracto CSM (Tabla 4.22) que en el recuento a 48 horas parece
manifestar cierta actividad citostatica, que oscila entre el 38,72% a 1 mg/ml y 66,02% a 0,1
mg/ml; esta circunstancia es un tanto inusual pero perfectamente explicable ya que, en
ocasiones, cuanto menor es la concentracion, obviamente hasta cierto punto, mejor es la
disolucion del extracto y por tanto la disponibilidad del principio activo se ve reforzada; o bien,
el efecto observado es fruto de la falta de sincronizacion de los cultivos tras [a dispensacién de
dicho extracto que puede actuar meramente como una fuente adicional de nutrientes. Ademas
conviene sefialar que de las fracciones del extracto APB cribadas frente a 77 vaginalis, sdlo
APB-C (f. butanolica) (Tablas 4.23 y 4.24) presenta una actividad citostatica sostenida al cabo
de 48 horas en torno al 45% para 1 mg/ml, 40% para 0,5 mg/ml y 20% para 0,1 mg/ml. Por
dltimo y por ello no menos importante, el extracto MMT (Tablas 4.33 y 4.34), cuya actividad
citostatica, cercana al 40% a 24 horas, aumenta de forma espectacular al cabo de 48 horas para
alcanzar un 85% a la mayor concentracion ensayada (1 mg/mi). Atin mas, al cabo de 48 horas
persiste una actividad inhibidora del crecimiento de los flagelados del 20% a la concentracidn

de 0,1 mg/ml.

El resto de los extractos ensayados en el modelo de cribado farmacologico in vitro,
frente a 7. vaginalis, manifiestan actividades citostaticas inferiores al 40%, carentes de interés

para la consecucion de uno de nuestros objetivos prioritarios, cual es la bisqueda de nuevos
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principios vegetales de naturaleza antiprotozoosica.

Por otra parte, los porcentajes de crecimiento establecidos por algunos extractos, que
superan de manera muy significativa el maximo crecimiento de los cultivos no tratados
(testigos), nos deben invitar a la reflexion sobre posibles actividades biologicas que expliquen

fehacientemente estos resultados.

En este sentido, podemos destacar el extracto PAL de Polypodium leucotomos (Tablas
4.31y 4.32) que en un modelo de linfoproliferacién (Sempere, 1996) ha confirmado cierta
capacidad moduladora de la division celular, coincidiendo con porcentajes de crecimiento

superiores a los de los cultivos control en nuestro modelo de cribado.

No obstante, para otros extractos como CTD, CGV (Tablas 4.19 y 4.20), SCP-C y
SCP-D (Tablas 4.26 y 4.28) no se han sefialado propiedades moduladoras del crecimiento
celular, a pesar de los elevados indices de crecimiento que acreditan en los ensayos de
farmacologia experimental realizados. Por lo que habra que aceptar la posibilidad de que
algunos extractos actilen como suplementos nutricionales de los medios de cultivo
exclusivamente. Ademas, los cultivos de flagelados tratados con el extracto CTP (Tablas 4.33
y 4.34), que ha demostrado atesorar cierta actividad moduladora de la proliferacion celular,
presentan indices de crecimiento en el cribado farmacolégico analogos a los que presentan los
controles, por lo que parece arriesgado establecer conclusiones ajenas a la actividad

antiprotozoosica con los parametros del cribado farmacolégico in vitro.
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5.2. MODELO DE PATOGENIA EXPERIMENTAL DE 7’ vaginalis

Uno de los desafios mas sugerentes, que presenta la investigacion en 7. vaginalis, es
averiguar la razon de la alta variabilidad existente en la patogenia mostrada tanto clinica como

experimentalmente.

La caracterizacion de la heterogeneidad intraespecifica de nuestro modelo puede
efectuarse a través del estudio del perfil biologico de aislamientos de diferente grado de
patogenia. Al abordar este trabajo, nos hemos planteado la revisién de un modelo murino de
infeccion experimental, que nos permita disponer de un método fiable de evaluacion de la

patogenia, como criterio de catalogacion de los aistamientos naturales.

Tal modelo permite, de una parte, conocer la capacidad de infeccion del parasito
expresada mediante un indice de patogenia, obtenido de la necropsia y la valoracion de las
lesiones caracteristicas, asi como conocer la susceptibilidad a la infeccion de distintas cepas de
raton. De otra parte, y una vez seleccionadas las condiciones y cepa de ratén mas idéneas, el

modelo esta en disposicion de ser utilizado para el cribado farmacologico in vivo.

El fundamento de la técnica radica en la inoculacién intraperitoneal de 7. vaginalis en
raton y la subsecuente observacion de las lesiones producidas, Cabe pues, inicialmente,
plantearse la conveniencia de la via de inoculacion. La eleccion de dicha via se apoya en los
trabajos clasicos de patogenia (Reardon ef al., 1961; Teras & Roigas, 1966 y Cavier, 1972).
Ademas de la experiencia mas proxima de Toyos (1974), de quien se recoge el método de
valoracion de la necropsia y cuya optimizacion es uno de nuestros objetivos. La sencillez de
la técnica, a pesar de que la localizacion del parasito difiere de 1a habitual en las infecciones
naturales, permite su aplicacion en el cribado farmacolégico de rutina. El ensayo se inicia con
la concentracion y posterior inoculacion de una cepa virulenta de 7. vaginalis en un lote de
ratones; para, a continuacion, realizar el tratamiento con potenciales farmacos y observar los
cambios en el porcentaje de mortalidad o indice de patogenia comparado con los de los

controles no tratados.
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En cuanto a las vias alternativas, la infeccion subcutinea ha sido uno de los modelos
desarrollados con mas éxito. Siendo suscrito por Honigberg (1961), Frost y Honigberg (1962),
Kulda et al. (1974) v Honigberg et al. (1984).

Bajo condiciones controladas, €l porcentaje de crecimiento de la lesion y la duracion
de la fase progresiva de su desarrollo es caracteristico de la cepa tomada. En consecuencia,

el volumen de la lesion puede ser utilizado para estimar la virulencia de una cepa.

Sin embargo, la ausencia de pericia en la medicion de las lesiones, la muestra requerida
(dado que se precisa la valoracion de 30 abscesos intactos, para obtener datos reproduciblesy;
ademas de la frecuente ruptura del absceso, son entre otros, los factores que desaconsejaron

el empleo de dicha via.

Por otro lado, la alternativa de la infeccién experimental intravaginal presenta el
aliciente de la localizacion del parasito, que es similar a la observada en la infeccion natural.
No obstante, la necesidad de tratamientos previos con derivados estrogénicos para instaurar
adecuadamente el parasito, la realizacién de inoculaciones repetidas (o bien, una dosis simple
con un indculo muy elevado) e incluso el variable porcentaje de infeccion, entre el 15-100%
segin el estudio y nimero de animales inoculados, hacen poco practica tal via de inoculacion.
En tltimo caso, este método largo y laborioso deberia estar reservado, en el terreno del cribado
farmacoldgico, al ensayo de compuestos seleccionados previamente mediante un proceso mas

rapido.

El establecimiento del modelo murino intraperitoneal requiere la caracterizacion de los
agentes que participan en la interaccion parasito-hospedador. De una parte, el parésito debe
poseer un alto grado de infectividad, a tal efecto, se ha dispuesto de la cepa C1-NIH de T.
vaginalis procedente de la ATCC (Maryland, U.S.A)). La eleccion de dicha estirpe, ha
supuesto una contribucién decisiva para el desarrollo y la validacién del modelo, stendo muy
apta para los estudios de patogenia en ensayos intraperitoneales murinos, segiin su descripcion

en el catalogo de la ATCC y la bibliografia (Reardon, 1961).
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Segun los datos publicados por Teras & Roigas (1966), las cepas de baja virulencia,
que circulan en la naturaleza, constituyen el 10%, seglin un amplio estudio epidemiolégico. Las

cepas de alta y media virulencia se dividen a partes iguales, constituyendo el 90% restante.

Sin embargo, el descenso en la virulencia después del mantenimiento en cultivos
axénicos durante tiempo prolongado (Coombs, 1987), o tratamientos con antibidticos (Ivey
& Hall, 1964; Ivey, 1975) justifican que cepas aisladas en nuestro laboratorio, de cierto grado
patogénico no sean utiles en estos ensayos en el momento presente, en coherencia con los
resultados obtenidos por Laan (1965) y Laan y colaboradores (1966). Si bien se ha propuesto
la inoculacion intraperitoneal en ratéon como método para recuperar la patogenicidad, su
resultado practico nos parece incierto. Por tanto, la conservacion en N, liquido a -196 °C en
crioviales es el unico método fiable, a nuestro juicio, para preservar la patogenia contrastada

de una estirpe (Yaeger, 1988).

Puesto que nos enfrentamos a un disefio experimental que debe contemplar numerosas
variables, parece recomendable que la revision se efectiie conuna cepa de referencia catalogada
como patogena (7. vaginalis cepa C1-NIH), la cual debe manipularse en condiciones

adecuadas para preservar su virulencia.

En cuanto a la cepa de hospedador (raton), en la descripcion del modelo de Toyos
(1974) se omite la realizacion de un estudio previo para determinar la susceptibilidad a la
infeccion. De forma intuitiva, se puede definir dicha susceptibilidad como la facilidad con que
se establece una infeccion experimental en una cepa de raton, esto es, la capacidad de inducir
lesiones productivas en 6rganos caracteristicos originando focos necréticos o abscesos
tricomonadidos (Bogovsky & Teras, 1958). Uno de los objetivos de esta Memoria es estudiar

la susceptibilidad murina a la cepa de referencia.
En nuestro caso, se ha contado con cuatro cepas murinas; dos no consanguineas (CD-1,

NMRI) y dos consanguineas (BALB/c y C57BI/10J). Los resultados obtenidos relativos a la

susceptibilidad del hospedador se discuten a continuacion.
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Los indices de patogenia registrados tras la infeccién experimental intraperitoneal son
muy similares en las cepas no consanguineas NMRI y CD-1, con un valor medio de 17,90 y
17,88, respectivamente, no estimandose diferencias estadisticamente significativas en las

pruebas en el intervalo de 15 y 30 dias.

Al utilizar la cepa consanguinea C57B/10J se obtiene un indice de patogenia, con un
valor medio de 19,40, relativamente superior a los indices obtenidos en las pruebas con las
cepas no consanguineas. Jgualmente no se observan diferencias significativas entre las

experiencias a 15 y 30 dias.

Por ultimo, la valoracion de la patogenia en la otra cepa consanguinea BALB/c muestra
un indice de patogenia muy superior, con un valor medio de 39,25, en los periodos de
observacion de 15 y 30 dias. Lo que nos permite postular que BALB/c, de las estirpes de raton
probadas, posee la mayor susceptibilidad a la cepa patdgena C1-NIH de 7. vaginalis. Los
resultados obtenidos son coherentes con los de Landolfo ef al. (1979) en cuanto a dicha cepa

y confirman ¢l buen criterio de Toyos al seleccionar una cepa endogamica.

Sin embargo, no se puede afirmar que, en general, las cepas consanguineas sean mas
susceptibles al parasito que las no consanguineas, segun se desprende de los datos que nos
ofrece el ensayo con la cepa C57BI/10] -seleccionada por su alto nivel de respuesta
inmunogénica-. En cualquier caso, la consanguinidad es un factor genético que no tiene,

necesariamente, que implicar un mayor nivel de respuesta inmunologica.

No obstante, hay que resaltar el interés en la consecucion de experimentos homogeéneos
para comparar los resultados obtenidos en distintas pruebas. El empleo de individuos

consanguineos favorece dicha uniformidad en los ensayos.

A pesar de elio, Delachambre (1981) indica que las pruebas de virulencia basadas en
la inoculacion intraperitoneal 6 subcutanea son poco fiables en determinadas condiciones
experimentales. La imposibilidad de obtener resultados reproducibles esta basada, segun sus

postulados, en la heterogeneidad de las reacciones frente al parasito por parte del hospedador
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de una misma cepa. Este efecto individual hace necesario un estudio estadistico en toda
apreciacion de la misma naturaleza. Kulda (1990) critica las conclusiones expuestas por el
investigador francés achacando sus resultados exclusivamente a las condiciones de

investigacion.

De forma simultanea a la seleccion de cepa de raton mas adecuada para el modelo, se
ha realizado la evaluacion del tiempo de desarrollo experimental para acometer la necropsia de

los ratones infectados que no han muerto en el proceso.

La duracion optima de la prueba es el resultado de un compromiso entre fa brevedad
que se exige a cualquier experiencia de patogenia, muy especialmente si se contempla la
vertiente de su aplicacion posterior al cribado farmacolégico, v la presencia de forma patente
de las lesiones caracteristicas (peritonitis fibrinopurulenta con abscesos y focos necréticos en

organos abdominales) en el roedor.

A este respecto, mientras algunos autores (Teras & Roigas, 1966; Toyos, 1974)
proponen 11 dias como duracion experimental, otros consideran necesario alargar el tiempo
de observacion (Cavier, 1972). En esta linea, Kulda (1990), en un ensayo en que inocula 10°
tricomonadidos, recomienda el seguimiento durante 21 dias, en virtud a que los testigos mueren
entre el 5°y el 21° dias postinfeccion. Para este autor limitar la experiencia a 10 dias puede

hacer disminuir la sensibilidad det ensayo.

Ante este disyuntiva, planteamos en nuestro trabajo el desarrollo de experimentos en
dos periodos de observacion (15 y 30 dias) para discriminar la duraciéon més idonea. Los
indices de patogenia resultantes no parecen ser estadisticamente diferentes para la cepa de
raton mas susceptible, BALB/c, por lo que se recomienda el analisis a los 15 dias para la

evaluacion de la infeccion experimental.

Finalmente, en cuanto al método de valoracion de las lesiones y la mortalidad propuesto
por Toyos, es necesario reconocer el meritorio esfuerzo realizado para disefiar de forma tan

pormenorizada la valoracion de lesiones por érganos considerando su extension. Lo que
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permite la cuantificacion de un indice de patogenia individual; siendo la media resuitante del
lote de ratones, el indice de patogenia de la cepa. En la tabla 5.2. se resume el disefio

experimental de distintos métodos de valoracion.

TABLA 5.2. Ensayos murinos de infeccion intraperitoneal de 7. vaginalis que emplean la
cuantificacion de las lesiones y la mortalidad como criterios para la evaluacion
de la patogenia con nuestro disefio experimental.

VARIABLES A B C D
Ratén
Peso 18-20 g 18-20 g 18-20 g 20-25 g
N%lote 10-12 10-20 10-20 10
Inéculo
N° parésitos 4 x 10°/ ratén 10° / raton 107 / mi 107 / ratén
Vol. medio 0.5 ml 0.5 ml 0.8 ml 0.5ml
Observacién 10 21 11 15
(dias)
Criterio Muerte. Necrosis hepitica. Muerte. Muerte.
Necrosis hepética. L. pancredtica. Necrosis hepitica. Necrosis hepatica.
L. estémago/bazo. L. peritoneal/ ascitis. L. estémago/bazol L. estémago/bazo/
Peritonitis purulenta. Presencia del parasito, pancreas. pancreas.
Presencia del pardsito. L. peritoneal/ascitis. I.. peritoneal/ascitis.
Valoracién Muerie en 10 dias Valoracién de cada Elaborada tabla de Tabla de valoracion
LV.=0 lesion individual. valoracion de las de las tesiones de
Tabla de valoracion 0 {nada)4 (maximo). lestones. Toyos modificada.
de lesiones en los Ausencia de pardsito
supervivientes. se divide enitre dos.
Valor total = X valores
parciales.
Virulencia 0-10 /ratén 0-16 /ratén 0-50 /ratén 0-100 /raton
Maxima 0 16 50 100
Minima 10 0 0 0

A: Teras y Roigas (1966). indice de virulencia (L.V.),
B: Cavier ef al. (1972). Indice medio de infeccion (LM.1.).

C: Toyos (1974). Indice de patogenia (1.P.).

D: Nogal Ruiz et al. (1997).
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El método de Toyos (1974) recoge la filosofia del elaborado por los investigadores
estonios Teras y Roigas (1966), siendo mas objetivo aunque mas complejo que el presentado

por Cavier ef al. (1972).

Habiendo sido fijados previamente los elementos primordiales del modelo, cuales son:
los agentes, la via de inoculacion, el tiempo de observacion y la tabla de valoracién, nos hemos
propuesto determinar el minimo in6culo que, sin restar sensibilidad al método, obvie en lo
posible la limitacion que supone trabajar con elevadas concentraciones del parasito en los

ensayos.

Se han probado tres concentraciones: 10.000.000, 5.000.000 y 1.000.000 T.vaginalis
{T.v.)/ratén, que incluyen el rango mas comunmente citado en Ia literatura cientifica, Desde
Toyos (1974), que trabaja con el maximo numero de protozoos: 107 7.v./ml, hasta Cavier ef
al. (1972) que utilizan 10° T.v./ratén, pasando por Teras y Roigas (1966) que emplean
4.000.000. Sin considerar los casos especiales, como Cavier et al. (1972), que rebajan las cifra

a 250.000 7'v./ratén empleando hospedadores preparados inmunologicamente.

R

AN

‘Ennuestro caso, la’eleccion del indculo se réaliza en funcién de la estirpe de raton mas
susceptiléjé a la infeccién experimental y deltiempé Glie aporte més informacion. En cuanto a
los probédos, con el inicial de 107 7.v./ratén se consiglie: Uina-infeccion intrz}peﬁtoncal muy
aparente, afectando de forma ostensible a 6rganos vitales del abdomen, lo que puede conducir J
a la muerte del animal. A medida que desciende la concentracion del inéculo, en la prueba con
5.000.000 7’v./ratén, el indice de patogenia se equipara con el de las cepas de ratén menos
susceptibles probadas -NMRI y CD-1-. Para la minima concentracion de 10° 7.v./ratén, la

infeccion experimental es muy poco relevante.

Por otra parte, no hay que olvidar otros aspectos, que aunque menos directamente,
pueden incidir en los resultados de la valoracidon. Asi se ha considerado el indculo como un
parametro clave, pero no menos interesante resulta el control del volumen de inoculacion, ya

que la dispersion del indculo aumenta cuanto mayor sea dicho volumen.
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En coincidencia con los autores estonios {Teras & Rdigas, 1966) y franceses (Cavier

et al., 1972) optamos por el volumen de 0,5 mi frente a 0,8 ml que propone Toyos (1974).

En tGltimo término, conviene destacar que el medio de cultivo, en cierto modo, tambien
influye en la expresion fenotipica del parasito. De tal manera que, la presencia de componentes
como agar en el medio puede favorecer los estados ameboidgs—adherentes de 7. vaginalis, que
los autores relacionan con las expresiones fenotipicas més virulentas (Hollander, 1976;
Hollander et ai., 1987). El medio de cultivo que hemos empleado es el tradicional TYM (o de
Diamond) sin agar; por su parte, Toyos utiliza un medio Diamond clasico enriquecido con 0,05
g de agar. Como se indicO anteriormente, la atenuacion de la virulencia del para51to puede
producirse por la presencia de elevadas concentraciones de antibidtico en el mecho (Ivey, 1975,
Honigberg, 1978). En este sentido, Toyos empqu un medio de cultivo con menor
concentracion de antibidtico que el qgeq‘ggo, con ¢l riesgo, por cont‘ra'{,” de Bérder el caracter

axenico.

En definitiva, el ObjethQ de este @studxo ha sgdo procurar ¢l P@rfeccmnamlgmo de un
modelo murino de patogemq mtrapentoneal de T. vqgmqhs Barq una vez conscgulda la
validacion con la cepa de refe{apaa Cl-NIH de 1. vagmahs ;| g:pmmuacmg p{ofundlzar en
el conocimiento de la pos;Ple corre]ac1on existente entre la patog@ma "de los aislamientos

fL: i 1 L,

epidemioldgicos y sus maﬂ festacmqg? p”mpﬁs Y en una eﬁpg pstenor introducir las
_ modificaciones oportunas qug Pwmm“ W ﬂﬁhwﬂgﬂ [gnoyg% q M qm{moterapla experimental

invivo.
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5.3. EVALUACION PATOGENICA DE LOS AISLAMIENTOS
CLINICOS DE LA COMUNIDAD DE MADRID (1994-1996).

Elestudio epidemiologico realizado en Madrid (1994-1996) por nuestro Departamento,
en colaboracion con los Centros de Promocion de la Salud del Ayuntamiento, ha permitido la
obtencion y axenizacion de 18 aislamientos, lo que supone un porcentaje de prevalencia del
1,23% (Rodriguez Gallego, 1995). Esta prevalencia contrasta con los datos preestablecidos
en nuestro pais. Asi, en un estudio publicado por Perea ef al. en 1981, se dan cifras del 13 %
sobre una poblacién de 345 pacientes en Sevilla, mientras que Ordufia Domingo y otros (1991),
en Valladolid, determinan para el grupo de edad de méxima frecuencia de E.T.S. (21-25 afios)
un 23 % de prevalencia, equiparable al 22,10% de casos positivos diagnosticados en mujeres
que ejercen la prostitucion en la provincia de Soria (Ulloa et al., 1993). Si bien las poblaciones
estudiadas no son homogéneas, en el drastico descenso de las enfermedades de transmisién
sexual, tales como sifilis o infecciones gonocécicas, y las bajas cifras de tricomonosis en
nuestro estudio epidemiolégico, parecen intervenir las campafias de prevencion contra el

sindrome de inmunodeficiencia adquirida (Rodriguez Gallego, 1995).

Los 18 aislamientos de 7. vaginalis axenizados y criopreservados han sido sometidos
al modelo de patogenia murina intraperitoneal con una doble intencion; por una parte, clasificar
en funcion de la patogenia experimental, y por otra, validar los pardmetros que constituyen el

baremo del indice de patogenia (I.P.).

Siinicialmente se ha aceptado un criterio arbitrario de clasificacion: 1.P.>40, [.P.20-40
y L.P.<20, para establecer una proporcion del 33,3% (6/18), 27,8% (5/18) v 38,9% (7/18) para
los aistamientos de alta, media y baja patogenia, respectivamente, mas tarde, se ha validido
dicha clasificacion a través de un anélisis multidimensional de las variables que componen ¢l
baremo. Los resultados contrastan con los presentados por otros autores, en modelos murinos
de patogenia intraperitoneal de cepas aisladas en casos de va;g_/_iné}i_sﬁ agudao crégica‘ Enlatabla

5.3. se recogen los ensayos mas representativos frente a los nuestros. . <ot e

B
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TABLA 5.3. Porcentajes de aislamientos de alta, media y baja patogenia de T. vaginalis

estimada por diversos ensayos murinos intraperitoneales.

24 PATOGENIA EN RATON
AUTORES ANO N°DE CEPAS N°® RATONES ALTA MEDIA BAJA
POR CEPA
TERAS 1954 50 7 56 26 18
ROIGAS 1961 24 10 29 66 4
LAAN 1966 48 10 54 38 8
TERAS ET AL. 1966 98 10 47 41 12
KULDA 1990 25 20 44 44 12
NUESTROS 1996 18 10 33 28 39
RESULTADOS

No obstante, los criterios de clasificacién no son completamente homogéneos en los
diferentes ensayos; quizés la pormenorizada valoracion paramétrica establecida a traves de
nuestro baremo tienda a equiparar los grupos experimentales. Ademas, la mayor parte de los
aislamientos obtenidos en nuestra encuesta epidemiologica proceden de exploraciones
ginecologicas rutinarias y es posible que muchas de las mujeres fueran portadoras asintomaticas
de cepas poco patogenas. Si ademas se tiene en cuenta como se aborda mas adelante, que la
correlacion patogenia clinica-experimental dista bastante de ser perfecta, las cifras no son tan
distintas como en principio pudieran parecer. Esta cuestion es critica para determinar la
virulencia de los aislamientos y explicaria la mayor proporcion de cepas de baja virulencia

presentes en nuestro estudio.

Finalmente, conviene sefialar que los periodos de axenizacién aplicados a los

aistamientos pueden intervenir en la disminucion de la patogenia experimental, ya que es
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necesario un tiempo de cultivo mas o menos prolongado, por resiembras sucesivas, para la
actuacién tanto de antibioticos como de antiftingicos, que interfieren en la expresién fenotipica

de T. vaginalis.

Segun la revision de Ponce (1995), las técnicas de analisis muitidimensional se han
aplicado a relativamente pocos trabajos en el campo de la Parasitologia, siendo los mas
destacados sobre Naegleria (Pernin et al., 1985), Schistosoma (Merelender et al., 1987), F.
granulosus (Hobbs et al., 1990; Eckert et al., 1993), Entamoeba (Blanc, 1992), un estudio de
interacciones parasito-hospedador (Renaud et al., 1992), Sarcocystis (Fenger et al., 1994),
tricostrongilidos (Hoberg & Lichtenfels, 1994), y el trabajo realizado por Ponce y Cuesta
(1996) con E. gramulosus que es capaz de diferenciar muestras de varios hospedadores
intermediarios (muestras ovinas, bovinas, suinas y equinas) a través los parametros ‘
morfométricos correspondientes, obteniéndose resultados compatibles con las pruebas

biologicas previamente realizadas.

En términos generales, el andlisis estadistico multidimensional verifica la bondad de los
parametros que componen la tabla de valoracion. Asi, se ha determinado, seglin el Analisis de
Componentes Principales, que el ensayo de patogenia murina intraperitoneal de T, vaginalis
presenta dos tipos de factores 0 componentes, que podemos denominar Jesiones abdominales
y mortalidad, los cuales contribuyen a explicar la varianza del modelo experimental en un 86%.
La representacion de los distintos aislamientos, en funcion de ambos faétores, permite
comprobar la existencia de 3 grupos diferenciados (aislamientos de alta, media y baja

patogenia).

A continuacion, considerando la existencia de 3 grupos de muestras, se ha procedido
alarealizacion de un Analisis Discriminante, para determinar la variable o conjunto de variables
que mejor discriminen entre los diferentes grupos. En dicho andlisis, tras la aplicacion del
meétodo de seleccion gradual de variables, se consideraron como validas todas las variables
contenidas en los dos factores (lesiones abdominales y mortalidad). Como resultado del
anlisis, las funciones candnicas discriminantes clasificaron el 100% de las observaciones en los

grupos preestablecidos.
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Posteriormente, se ha iterado el proceso considerando una tunica variable, para
determinar, en funcién de las observaciones correctamente agrupadas, qué pardmetro es el mas

representativo de la patogenia global.

En la tabla 5.4. se expresan los porcentajes de casos correctamente agrupados en

funcién de una tnica vanable.

TABLA 5.4.  Analisis Discriminante del modelo de patogenia experimental de 7. vaginalis
considerando una Unica variable: Porcentaje de casos bien agrupados por

variable.

%CASOS (%)

BIEN 100,00 | 88,89 | 83,30 | 77,78 | 77,78 | 72,22 | 72,22 | 66,67

AGRUPADOS

) S e Ny e — ——— I ———————]
S e T L e s e e B e & e r— N ———re . e

LP. : indice de patogenia. H(V).: Higado visceral. H{D).: Higado diaftagmitico. B/P/E.: Bazo/Pincreas/Estomago. L.A.: Liquido ascitico. P.:
Peritoneo. M.: Mortalidad.

(*) Se consideran ¢l conjunto de observaciones correctamente clasificadas, esto es, aquellas cuyo grupo

actual coincide con ¢l predictivo.

En funcion de los resultados, la variable H(V), que representa las lesiones en la cara
visceral del higado murino, es la que mayor numero de observaciones clasifica correctamente
y la que menor informacién suministra es la mortalidad (M), ambas seglin la tabla de valoracion

establecida.

De una parie, en coincidencia con nuestros reéultados, Toyos (1974) sefiala que en el
higado se asientan la mayor parte de las lesiones (70%), seguido de bazo y pancreas (25%).
Siendo la lesion mas importante por su frecuencia la necrosis hepéatica focal, que puede llegar
a constituirse enun granuloma o absceso tricomonéadido. Segin Kulda (1990), la diseminacion
de la infeccion experimental parece depender de la virulencia de la cepa, indicando que las
cepas de alta virulencia muestran un doble tropismo hacia el higado y el pancreas, llegando

incluso a apuntar que, las cepas de baja virulencia son incapaces de colonizar el higado y sdlo
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provocan peritonitis fibrinopurulentas cronicas. En este sentido, Teras y Roigas (1966) también
manifiestan que el primer érgano afectado es el higado en su modelo de patogenia
intraperitoneal. Sin embargo, Gobert (1971) y Escario (1985} sefialan que la lesion més
caracteristica de la infeccion experimental de 7. vaginalis es la que afecta al pancreas, y que

se extiende al bazo (esplenomegalia) y estémago interesando después al higado visceral.

De otra parte, en cuanto a la mortalidad, Escario y colaboradores (datos no publicados),
refieren la importancia individual de cada uno de los parametros, que componen el baremo de
la necropsia en el ensayo intraperitoneal de Toyos para caracterizar la patogenia de cada cepa.
Tras someter a examen 24 aislados de 7. vaginalis de procedencia espafiola, las conclusiones
obtenidas de una regresion lineal de los indices parciales por parametro sugieren que la
utilizaci6n de la mortalidad, como criterio tnico es insatisfactorio para discriminar la patogenia

de los aislados, ademas de uno de los apartados menos informativos.

En la misma linea, Cavier y su equipo (1972) no consideran la mortalidad entre los
parametros de evaluacion de la patogenia de 7. vaginalis. Asimismo, Toyos (1974) no
considera la muerte acaecida en las 48 horas iniciales postinoculacion, atribuyéndosela a un
error de manipulacion experimental (traumatismos, hemorragias, shocks,...). Bajo nuestro punto
de vista, parece cuestionable la validez de un ensayo intraperitoneal cuando 7. vaginalis

provoca el deceso del hospedador murino en tan breve plazo.

La coincidencia, pues, de los autores consultados es unanime respecto a la escasa
representatividad de la mortalidad (M) en el conjunto de la patogenia (IP). Nosotros
compartimos dicha valoracion en funcién de los resultados generados por el Analisis

Discriminante para una variable.

Finalmente, no parece existir una buena correlacion entre fa patogenia ekperimental
murina de los 18 aislamientos de 7. vaginalis y las manifestaciones (signos y sintomas) clinicas
presentes en las pacientes del estudio epidemioldgico. En el mismo sentido, los investigadores
estonios (Teras, 1954; Teras & Roigas, 1966), que comparan la virulencia estimada sobre la

base de un ensayo intraperitoneal con la sintomatologia clinica, llegan a la conclusion de que
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la correlacion dista de ser perfecta, aunque indican que son mas las cepas que presentan alta
virulencia en raton procedentes de casos agudos o subagudos de tricomonosis humana que de
casos cronicos. Kulda (1990) afirma que la correlacién entre la virulencia de las cepas en el
modelo murino de infeccion intraperitoneal y la severidad de la tricomonosis en los pacientes
humanos no es necesariamente perfecta. Y mas recientemente, Bhatt ef al. (1993) sefialan la
ausencia de correlacion entre la patogenia clinica y la experimental en un modelo

intraperitoneal.

Segun sefiala Romero (1999), el modelo murino de infeccion intraperitoneal con 7.
vaginalis permite detectar las variaciones en la patogenia de nuevos aislamientos con fines de
caracterizacion, si bien no se aprecia una correlacion entre el cuadro clinico en el hospedador

natural y las lesiones inducidas en los animales.

La determinacién de la patogenia experimental de los 18 aislamientos ha revelado
interesantes diferencias entre ellos, lo que refuerza la hipétesis de que el modelo murino de
infeccion intraperitoneal puede ser utilizado como uno de los criterios para la caracterizacion

de nuevos aislamientos de 7. vaginalis.

319



DISCUSION

5.4. CRIBADO FARMACOLOGICO IN VIVO

5.4.1. Modelo experimental de cribado farmacolégico in vivo frente a T. vaginalis

La adaptacion del modelo murine de patogenia para el cribado farmacoldgico in vivo
ha permitido la evaluacion de los compuestos tiadiazinicos més interesantes, que han resultado

activos en los ensayos in vitro.

El modelo de cribado in vivo se basa en la inoculacién de cultivos axénicos de T
vaginalis en raton, que provocan exudados fibrinosos y focos necréticos a nivel de los érganos
abdominales, o en algunos casos, toracicos, ¢ incluso la muerte en un periodo breve de tiempo.
De los posibles métodos de valoracién, los propuestos por Teras y Roigas (1966), Cavier y
otros (1972), Toyos (1974) y Escario (1985), que con algunas variaciones, proponen la
puntuacion de diferentes lesiones y la expresion de la patogenia en forma de indice, parecen los
mas adecuados para el ensayo de quimioterapicos. En nuestro disefio experimental, se asume
el baremo establecido por Toyos, con las modificaciones introducidas por Escario respecto a
la expresion porcentual y el periodo de tiempo de 15 dias. En el estudio de tricomonicidas la

via de infeccion intraperitoneal es la mas profusamente empleada (Escario, 1985),

El tiempo de tratamiento que hemos empleado en nuestro disefio experimental difiere
del propuesto por Escario (1985), pasando de tratar 6 dias (2°, 3°, 4°, 7°, 8° y 9°
postinoculacion), a una nueva pauta de tratamiento mas extensa en el tiempo que comprende
7 dias (3°, 4°, 5° 6° 10° 11°y 12° p.i.), por su mayor eficacia para la discriminacion de

productos activos frente al agente patogeno.

Probablemente la vigencia de la infeccion intraperitoneal se haya alcanzado tras
superarse los modelos de infeccion subcutanea que tuvieron mayor protagonismo en su
momento. Siendo muy destacables las aportaciones que con dicho modelo realizaron Lynch y
colaboradores (1955); Honigberg (1961), cuyo ensayo ha servido para la evaluacién de la

accion tricomonicida de los S-nitroimidazoles administrados por via oral; asi como Heeres v
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otros (1976), cuyos ratones infectados subcutaneamente reciben los farmacos por via oral
durante 7 dias. Al séptimo dia p.i. se sacrifican y se expresan los resultados en forma de dosis
eficaz (DE,), segin la presencia o ausencia de tricomonas, que para el metronidazol es: 16
mg/Kg de raton. Y finalmente, Meingassner (1977) que infecta ratones subcutaneamente, que
reciben tratamiento sistémico a las 2, 18 y 24 horas p.i. Al 6° dia se procede al examen
microscapico de las lesiones, observandose la ausencia o presencia de formas moviles. La DEj,

para el metronidazol, en estas condiciones experimentales, es de 10,95 mg/Kg de raton.

Otros autores utilizan, sin embargo, 7. foetus para producir las lesiones
intraperitoneales en el raton (Howes et al., Butler, 1972, Cuckler e al., 1970).Y por si fuera
poco, se han indicado otras vias atipicas, como es la inoculacion escrotal de ratones, para el

estudio de tricomonicidas sistémicos (Tsay & Price, 1973).

5.4.2. Sobre la actividad antiprotozodsica in vive de productos de sintesis frente a 7.

vaginalis

Los compuestos, L-1d, D-1j y 1m (derivados de tiadiazinas) que fueron activos in vitro
frente a 7. vaginalis, se sometieron al ensayo farmacoldgico in vivo para determinar su
actividad en el modelo murino de infeccidon experimental. Ninguno de ellos, desgraciadamente,
elimina por completo los graves dafios infligidos por el parasito en los organos abdominales.
Sin embargo, los indices de patogenia de los lotes tratados son significativamente inferiores
respecto a los testigos (infectados no tratados) en los tres casos. Siendo la comparacion de
estos valores estadisticamente significativa respecto al lote testigo con p<0,01 (compuestos Im

y D-1j) y p<0,05 (compuesto L-1d).

A continuacion, se han realizado pruebas con dos derivados de tiadiazinas disustituidos
que solo presentan actividad tricomonicida (100%) a la mayor concentracion ensayada (0,1
mg/ml). En esta ocasion, el lote tratado con DL-1d manifiesta un descenso en el indice de
patogenia respecto al testigo, aunque la diferencia no es significativa para un nivel de confianza
del 5%. Igualmente sucede con el producto L-1i, ya que el lote tratado presenta un indice de

patogenia idéntico al que presenta el testigo, por lo que no existen diferencias significativas
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para el mismo nivel de confianza preestablecido.
Nuevamente, igual que sucediera en la prueba de cribado farmacolégico in vitro, el

compuesto Im es el mas activo entre los compuestos que se han ensayado en el modelo

experimental de cribado farmacologico in vivo frente a T.vaginalis.
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5.5. MODELO EXPERIMENTAL DE INMUNOMODULACION

5.5.1% Sobre la"modulacién de la respuesta inmune en el modelo murino de
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tricomonosis

La integracion del modelo experimental de 7. vaginalis en el estudio del efecto
inmunomodulador de extractos de plantas iberoamericanas nos ha permitido profundizar, de
una parte, en el conocimiento de su actividad biologica, y de otra parte, en los fundamentos de

la respuesta inmunitaria inducida en la interaccion parasito-hospedador.

Inicialmente, se ha evaluado la respuesta inmunitaria en el modelo de patogenia,
sefialandose cierta analogia entre las infecciones experimentales de 7. vaginalis y Entamoeba
histolytica. De tal manera que el tipo de lesion hepatica en el modelo experimental de 7.
vaginalis se asemeja, en gran Enedida, al absceso hepatico amebiano (A.H.A.). Esto es debido
a la coincidencia de mecanismos celulares implicados en las respuestas inflamatorias
concomitantes frente a ambos parasitos. En este sentido, la respuesta inmunologica contra E.
histolytica se produce como resultado de la invasion tisular por el parasito. La formacion del
AHA, posterior a la inoculacion intraportal de amebas virulentas, comprende una reaccion
inflamatoria aguda, con la subsiguiente constitucion del granuloma y necrosis progresiva. Los
trofozoitos de E. histolytica no producen AHA en los cricetos dorados mediante lisis directa
de los hepatocitos, sino por medio de la acumulacion y posterior lisis de los leucocitos y
macrofagos que rodean las amebas, lo que produce, en consecuencia, la necrosis hepatica
(Kretschmer, 1994). Las amebas no virulentas resultan fagocitadas por los leucocitos y
neutrofilos a través de mecanismos independientes de los intermediarios metabolicos del
oxigeno. En cambio, las amebas virulentas producen la pérdida de motilidad, degranulacion y
eliminacion de los neutrofilos por fagocitosis en un proceso dependiente de microfilamentos.
Sin embargo, la destruccion de los macrofagos parece ser el resultado de un efecto deletéreo
indirecto de las amebas que ya han sufrido la lisis, mas que de un mecanismo efector directo

dependiente del contacto con E. histolytica.
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1. vaginalis inyectado en la cavidad peritoneal de ratones desarrolla una infeccion que,
esencialmente, se focaliza en el higado, el peritoneo, asi como en el pancreas vy el intestino. En
el higado, los parasitos progresan por los sinusoides, donde se asocian a neutrofilos, linfocitos
y macrofagos. Se adhieren a la membrana de las células hepéticas, que sufren deplecién de
glucogeno mientras el niimero de globulos lipidicos aumenta en el citoplasma. Los organulos
citoplasmicos son fagocitados, lo que conlleva la vacuolizacién y posterior muerte celular. La
destruccion de los hepatocitos y de los leucocitos resulta del efecto de la citoadherencia y
citotoxicidad desplegada por 7. vaginalis. Se han observado tricomonas, en posicidn
intracelular, fagocitados por leucocitos o macrofagos (Brugerolle ef al., 1974). En la mayoria
de los casos, los macrofagos se ven destruidos por el parasito, que se comporta como un
parasito intracelular. Las hidrolasas de los macrofagos parecen poco eficaces frente al
flagelado, mientras que éste provoca la destruccion de los macréfagos tras la fagocitosis. La
infeccidn intraperitoneal de 7. vaginalis genera una fuerte reaccion del hospedador que se
manifiesta por una infiltracion leucocitaria importante (con concentraciéon de
polimorfonucleares, linfocitos y macréfagos) y por una envoltura fibroblastica en los abscesos
generados en los distintos drganos abdominales. Todos estos elementos tienden a destruir,

rechazar o limitar la extension del parasito.

El escenario inmunologico descrito en la lesion hepatica, que se genera tras la infeccién
experimental con 7. vaginalis, es compatible con un fenémeno de hipersensibilidad retardada
regulado por una respuesta celular coordinada por linfocitos Thl, sin menoscabo de otras
intervenciones subsidiarias del sistema inmunitario reguladas por los linfocitos Th2.

En estudios sobre raton, Michel (1971) ha demostrado que la inmunidad protectora
frente a 7. vaginalis esta mediada por células, y la hipersensibilidad al antigeno parasitario en
los humanos es de tipo retardado (Adler & Sadowsky, 1947). Es posible que la activacion de
linfocitos sensibilizados por antigeno de 7. vaginalis pueda modular la mﬁltrac:lon de PMN a
través de la accidn de las citocinas (Revﬂlard 197 8) Las expenenclas de Landolfo etal. (1980)
muestran que células macrofagicas procedentes de ratones no sensibilizados eliminan a los

tricomonadidos mas eficientemente que los neutroﬁlos del mismo raton.
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Previamente, Farris & Honigberg (1970) habian comprobado come T. vaginalis ataca
a los macrofagos en cultivos de células de higado de pollito. Més recientemente, se ha
estudiado la citotoxicidad de los neutrofilos sobre el parasito y se ha postulado que son
respuestas quimiotacticas a las secreciones de los protozoos las implicadas en la fagocitosis

(Rein ef al., 1980).

Una variedad de respuestas inmunes a la infeccion por 7. vaginalis ha sido descrita,
incluyendo anticuerpos secretores especificos en secreciones vaginales (Ackers ef al., 1975),
anticuerpos séricos IgG e IgM (Mason, 1979; Street ef al., 1982), quimiotaxis de PMN
(Mason & Forman, 1980, 1982) y fagocitosis (Rein ef al., 1980). Sin embargo, la ausencia de
una respuesta inmune protectora puede ser debida a la heterogeneidad antigénica y los

fendémenos de presentacion antigénica.

En general, la respuesta humoral a 7. vaginalis es baja debido a cierto efecto
inmunosupresor que posee el parasito per se; la invasion del epitelio genital también inhibe la
induccion mitogénica, y en menor grado la blastogénesis mediada por antigeno. La respuesta
proliferativa normal del raton sugiere que la inmunodepresion por tricomonosis resulta de los
productos que liberan los organismos vivos y de antigenos estructurales, ya que la inyeccién
en ratones de sobrenadantes de cultivo del parasito no provoca el efecto de la depresion
linfoproliferativa. En general, las cepas mas patogenas son las que provocan mayor grado de

inmunosupresion.

En la misma linea, nuestros resultados de la respuesta humoral inducida por la infeccion
experimental con 7. vaginalis presentan unos niveles de inmunoglobulinas muy bajos en el
periodo experimental (15 dias) pero similares a los que muestran los autores en la bibliografia
(Mutwiri & Corbeil, 1998, Abraham ef al., 1996). Los bajos niveles de inmunoglobulinas

aconsejan tomar con cautela cualquier interpretacion inmunologica derivada de fos mismos.
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5.5.2. Sobre los farmacos de referencia: Inmunosupresores, inmunoestimulantes y

AINEs.

Los inmunosupresores como la ciclofosfamida, azatioprina y FK-506 favorecen la
disminucion de las lesiones en el modelo experimental de 7. vaginalis. Independientemente de

que los mecanismos de inmunosupresion de los agentes actien a diferentes niveles.

La ciclofosfamida causa una reduccién proporcionalmente mayor del nimero de
limfocitos B, que de las células T (Cupps e al., 1982). No obstante, se ha demostrado su
capacidad para activar los mecanismos supresores de la respuesta inmunitaria en los pacientes
que sufren melanomas y otros tipos de cancer (Berd & Mastrangelo, 1987a; 1987b; 1988;
Livingston ef al., 1987; Wiseman ef al., 1989). En particular, Wiseman y otros sefialan un
significativo descenso de las células CD8" (linfocitos Tc) y un incremento en la proporcién
CD4"/CD8" (Lersch et al., 1992). Para explicar esta aparente contradiccion, Paul (1994) indica
que dependiendo de que la ciclofosfamida se administre antes o al mismo tiempo que el insulto
inmunoldgico, se produce la supresion humoral (Santos & Owen, 1966) o celular (Poulter &
Turk, 1972).

Sin embargo, cuando la administracion del inmunosupresor es posterior a la infeccion,

el farmaco incrementa la respuesta mediada por células (Lagrange et al., 1974).

Por otra parte, la azatioprina, un nitroimidazol derivado de la 6-mercaptopurina, parece
ser un potente inhibidor de las respuestas mediadas por células T y también parece reducir
eficazmente el nimero de células NK circulantes, aunque puede suprimir tanto la respuesta
inmune celular como la humoral (Clements & Davis, 1986). Su mecanismo de accién es
complejo, si bien se supone que actiia como un antimetabolito con importante citotoxicidad y
propiedades inmunosupresoras sobre los linfocitos T (Bach, 1985; Miescher & Beris, 1984;
Huskinsson, 1984). También se ha referido que inhibe la produccion de prostaglandinas en

diferentes tipos celulares (Homo-Delarche et al., 1988; 1990; Dottan ef al., 1987).

Finalmente, el FK-506 (tacrélimo), que es un inmunosupresor con estructura tipo
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macrolido, actia suprimiendo las respuestas inmunes, tanto las mediadas por anticuerpos como
por células. El tacrélimo es unas 100 veces mas potente que la ciclosporina en inhibir
selectivamente la secrecion de diversos tipos de citocinas (IL-2, IL-3, IFN-y). Asimismo, FK-
506 también inhibe la actividad de los linfocitos B inducida por anticuerpos. A nivel molecular,
la ciclosporina y FK-506 ejercen su accidén inmunosupresora a través de un mecanismo de
interaccion con receptores citoplasmicos, denominados inmunofilinas, que producen la
inhibicion de la transcripcion de ciertos genes de citocinas presentes en los linfocitos T. Entre
las citocinas inhibidas se ha sefialado la IL-2, IL-3, [L-4, GM-CSF, asi como TNF-¢ e IFN-y
(Herold et al., 1986; Granelli-Piperno, 1988; Sigal ef al., 1992; Tokuda et al., 1994).

El bloqueo de las citocinas claves se contrapone a la activacion de los linfocitos T y
ulterior potenciacion de la respuesta inmunitaria. No obstante, FK-506 no inhibe otros

productos génicos de vital importancia para la supervivencia celular.

Los inmunoestimulantes ensayados en el modelo experimental de 7. vaginalis tienen
efectos desiguales; mientras que el tratamiento con Inmunoferén (glicofosfopeptical) favorece
un incremento en el indice de patogenia estadisticamente significativo respecto al lote testigo,
por su parte, la timoestimulina, si bien también favorece la exacerbacion de las lesiones, €stas
son de menor importancia y ¢l indice de patogenia de dicho lote no sufre una variacién

significativa respecto al control establecido.

Inmunoferén, un glucomanano (polisacarido) extraido de la pared celular de Candida
utilis, esta indicado en inmunodeficiencias secundarias a enfermedades o farmacos por su
accion como estimulante de las defensas del organismo, y en general, como tratamiento
coadyuvante de terapias especificas en aquellos procesos neoplasicos o infecciosos en los que
existe déficit de la inmunidad celular. Moya y otros (1987) sefialan que el glicofosfopeptical en
presencia de un mitdgeno como el lipopolisacarido bacteriano (LPS) es capaz de incrementar

los niveles séricos de IFN-y.

Ademas, se produce un significativo efecto estimulante sobre la actividad de las células

NK en los ratones tratados con Inmunoferén (AM3), lo que puede explicarse por la marcada
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induccion de INF-y y/o por una modificacion en la sintesis de prostaglandinas.

Por su parte, Rojo y su equipo (1986) en otros ensayos realizados con el
glicofosfopéptido en ratones normales destacan la sintesis de interleucina 2 (T1-2) y la
activacion de células NK de bazo, al cabo de 2 semanas de tratamiento (30 mg/Kg/dia). Atin
mas, en ratones inmunosuprimidos se observa cierta respuesta mitogénica de los linfocitos T,
pero no se incrementa la produccion de IL-2. Finalmente, segiin Villarrubia ef al. (1997), el
glicofosfopéptido aumenta la reactividad de los macréfagos v las células NK tanto en ratones
como en humanos; estas observaciones ayudan a explicar como AM3 restablece la inmunidad
celular natural y plantea la hipotesis de su aplicacion como adyuvante en vacunas viricas y

bacterianas,

Los antecedentes presentados parecen corroborar los resultados en el modelo murino
de T' vaginalis, donde la administracion del inmunoestimulante glicofosfopeptical parece
favorecer la presencia de un fluido ascitico de caracter fibrinopurulento con presencia de
tricomonadidos vivos en la cavidad peritoneal, y la generacién de lesiones abdominales de
caracter necrotico, que evolucionan hacia la formacion de abscesos tricomonadidos muy

aparentes e incompatibles con la supervivencia.

Por contra, 1a timoestimulina est4 constituida por un complejo hormonal de polipéptidos
de timo bovino, cuya actividad biologica determina una estimulacién y regulacion de la
respuesta inmunitaria celular. Supliendo parcialmente o potenciando las funciones timicas

induce la inmunocompetencia de los linfocitos T.

La timoestimulina incrementa significativamente la IL-2, los niveles de IFN-vy séricos,
la linfoproliferacion y expresion de los receptores frente a IL-2; asi como la citotoxicidad (Lin
et al., 1988). También se ha sefialado que favorece la reconstitucion funcional de las células B

en casos de inmunodeficiencia (Lin ef al., 1987).

Garcia-Lechuzy colaboradores (1993) demuestran, enun modelo experimental en ratas,

que la timoestimulina es capaz de impedir el descenso del indice CD4*/CD8" en tejido esplénico
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después de la inmunodepresion quirtirgica por reseccion del intestino delgado. Este mismo

efecto, sin embargo, no fue observado con el inmunoestimulante Inmunoferon.

La administracion de un factor como TP-1 a ratones produce un incremento de la

actividad de las células NK (Bistoni ef al., 1984).

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) introducidos en el modelo murino de 7.
vaginalis han favorecido la disminucion de las lesiones. En particular, los ensayos realizados
tanto con piroxicam como con metamizol permiten la disminucion de los indices de patogenia
de los lotes tratados con los farmacos respecto a los testigos. La intervencion en los procesos
inflamatorios derivados de la infeccion experimental se produce a diferentes niveles segin la

naturaleza de los compuestos.

L.os AINEs son moléculas planas de caracter lipéfilo, capaces de insertarse entre la
bicapa lipidica de las membranas de leucocitos, produciendo alteraciones en su viscosidad y
afectando, por tanto, a los procesos de transduccién de sefiales que tienen lugar a este nivel.
Como consecuencia, alteran la actividad de enzimas asociadas a estas membranas, como la

fosfolipasa C en macrofagos o la NADPH oxidasa en neutrofilos.

Estos fenémenos fisico-quimicos producen inhibicion de la sintesis de prostanoides,
incluidas prostaglandinas, por inhibicion reversible de la ciclooxigenasa, inhibicion de la
agregacion neutrofilica, inhibicion de la migracidn de polimorfonucleares y monocitos a la zona
inflamada e inhibicion en la generacion de radicales superoxido por los neutrofilos y en los
procesos de degranulacion de las enzimas lisosomales de leucocitos activados (Abramson &

Weismann, 1989).

Probablemente, a nivel de las proteinas G, el piroxicam produce una alteracion en las
moléculas de adhesion en la superficie del leucocito. Este AINE previene los cambios
conformacionales de las integrinas inducidos en neutrofilos y linfocitos, entre otros agentes, por
las citocinas, de tal manera que impide los procesos de adhesion de leucocitos a las células

endoteliales, evitando los fendmenos de infiltracion (Garcia-Vicuiia, 1997).
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La funcion inhibidora de la ciclooxigenasa (COX-2) de los AINEs parece ser de
particular interés en nuestro modelo experimental, por cuanto el extracto DIFUR de
Polypodium decumanum, que carece de la misma, aunque presente propiedades
antiinflamatorias, es incapaz de producir una disminucién de la mortalidad y las lesiones

producidas por 7. vaginalis.

De otra parte, el efecto inhibitorio de metamizol sobre la sintesis de prostaglandinas
(PGE,) en los macrofagos podria repercutir en la inhibicién de las células que producen las
citocinas proinflamatorias (IL-4 e IL-6), en la regulacion negativa del incremento de IL-1 y en
la estimulacion de la sintesis de IL-2 ¢ IL-10 (citocina antiinflamatoria), segiin se ha
demostrado en un modelo de sepsis quirtirgica en ratas (Garcia-Alvarez ef al., 1997). El
incremento en la sintesis de IL-10 que provoca metamizol, inhibiendo la produccion de las
citocinas I1.-4 e IL-6, parece constituirse en el mecanismo fiindamental para elucidar los efectos

antiinflamatorios del farmaco.

Lasintesis de IL-10 (linfocitos Th2) producida por la estimulacién de metamizol podria
intervenir, al mismo tiempo, en la inhibicién del IFN-y (linfocitos Thi). Esta circunstancia
unida a la inhibicion de la ciclooxigenasa (disminucion de fas prostaglandinas) y la disminucién
de los fenémenos de infiltracion leucocitaria, neutrofilia e hipersensibilidad retradada parecen
conducir a una reduccion de la patogenia evaluada tras el tratamiento con el AINE en el

modelo murino de 7. vaginalis.

Segun Paul (1993) los dos productos fundamentales de la modulacion de la inflamacion
por los linfocitos T son [FN-y e IL-4, ademas det factor estimulante de colonias (CSF). En
respuesta a un antigeno especifico, los linfocitos T producen glicoproteinas solubles cuya
funcion es activar macrofagos y otras células fagociticas con importantes papeles en la
inflamacién. La produccién de IFN-v incrementa la fincién fagocitica de manera inespecifica
(Nathan, 1992), promueve la fusion celular en policariones in vitro y por similares mecanismos
puede jugar un papel central en la formacion del granuloma in vivo (Weinberg et al., 1985),
asimismo activala secrecion de macrofagos de numerosos productos tales como IL-1 y TNF-c..

Por uitimo, IFN-y también induce marcados cambios en la estructura y funcién de los
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macrofagos. Enneutrofilos, IFN-v parece incrementar la actividad del metabolismo respiratorio

(Berton et al.,1986).

La IL-4 también es un importante regulador de la inflamacion (Defranco ef al.,1987),
que es capaz de activar la proliferacion de las células T, siendo un componente importante de
su ontogenia (Zlotnik ef al., 1987), y estimula el crecimiento de los basdfilos en la médula dsea
(Saito et al, 1988). Finalmente, la 1L-4 induce la formacion de células gigantes
multinucleadas, lo que sugiere un destacado papel en los procesos granulomatosos (Mclnnes
& Rennick, 1988). Asimismo, la IL-4 es capaz de inhibir la explosion oxidativa de los
neutrofilos (Abrahamson & Gallin, 1990).

Los efectos biologicos que coordinan ambas citocinas parecen ser interferidos por los
AINEs, impidiendo la evolucion de la respuesta inflamatoria de tipo retardado que se produce

tras la infeccion experimental de 7. vaginalis.
5.5.3. Otros farmacos de interés: SAMe

Elensayo de S-adenosilmetionina como agente inmunomodulador en el modelo murino
de 7. vaginalis no parece rendir el efecto deseado, produciendo una disminucion aparente pero
no significativa de la patogenia del lote tratado para un nivel de confianza del 5%. La dosis
farmacologica administrada, 16,80 mg/Kg/dia durante 10 dias, se ha seleccionado de
experiencias analogas (Garcia—Alvarez etal., 1997), aunque, quizas, seria interesante plantearse

el efecto de un aumento de dicha dosis.

El compuesto sulfoadenosilmetionina (SAMe) es una molécula fisiologica presente en
todos los tejidos y fluidos del organismo. Actia como donador de grupos metilo y precursor
de tioles (cisteina, taurina y glutation). En el higado es capaz de regular la fluidez de las

membranas hepaticas a través de la metilacion de fosfolipidos.

Aunque de forma ain no bien esclarecida, la sintesis de compuestos ti6licos parece

incrementar la respuesta inespecifica del sistema inmunologico.
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En este sentido, Kinscherf y otros (1994) sefialan que el descenso de glutation
intracelular y de las concentraciones de cisteina plasmatica se correlacionan con bajos
porcentajes de células CD4+. Mas aun, la inhibicion de la actividad litica de las células T
citotdxicas se ha asociado con un sustancial descenso de los niveles de glutatién intracelular

(MulthofY ef al., 1996).

Por otro lado, la taurina restablece la actividad proliferativa de linfocitos que disminuye
en ratones de edad avanzada (Neggf;(r) & Hara, 1992). De hecho, Be_drosig_n‘x‘, colaboradores
(1991) informan que la taurodolina, un derivado de la taurina, paréce mostrar—ﬁ.goteccién frente
al shock endotoxico y la muerte, considerando el incremento de AMPc¢ intracelular como
responsable de la supresion del transporte de las citocinas. Asnmsmo Marcmklewncz y otros
(1995) sefialan que la: taurina inhibe la generacion de oxido mtnco prostaglandmas (PGE,) y
TNF-0, . ‘ _ h
En la misma linea, Gmunder y su equipo (1991) observan que la sintesis de ADN
depende de los niveles de cisteina en los linfocitos T estimulados con drogas mitogénicas y se

libHla iéﬁalado que la-ausencia de aminoécidos sulfurados detiene la. mitosis‘deilos linfocitos en
ik fase. GT' (Iwata etal 1994), :

s DS e o 30T

En un modelo quirirgico de sepsis experimental, el tratamiento con:SAMaeyinhibe el
descenso de las células activas circulantes del sistema inmune, muy en especial de losdinfocitos
T con marcador CD8+ que se incrementan de manera significativa, asimismo también se inhibe
el incremento de los niveles de IL-1 (Garcia-Alvarez et al., 1997). La enzima responsable de
la sintesis de SAMe es la SAMe sintetasa, que se encuentra inhibida durante el proceso de

sepsis.

Si parecen bien fundamentados los argumentos que atribuyen a SAMe propiedades
inmunomoduladoras, no se explica facilmente el minimo efecto observado en el modelo
experimental de 7. vaginalis. No obstante, como posible justificacion se puede esgrimir la

potencial participacion de SAMe en la activacion del metabolismo de 7. vaginalis
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En el parasito se ha revelado la presencia de un metabolismo activo de poliaminas, con
la secrecion de enormes cantidades de putrescina (White ez al., 1983); asi como reacciones de
transmetilacion (Cooper, 1983; Tabor & Tabor, 1984) y de actividades SAMe sintetasa, SAMe
descarboxilasa y ornitina descarboxilasa (North et al., 1986), que implican a SAMe en

importantes procesos biolégicos.

Entre estos procesos se destaca la sintesis de poliaminas, en la cual SAMe se
descarboxila primero para reaccionar después con la putrescina formando espermidina.
Asimismo, Thong y colegas (1987) destacan que 7. vaginalis es capaz de sintetizar SAMe a
partir de L-metionina exdgena y posteriormente emplearlo como donador de grupos metilo
en la metilacion de lipidos (fosfolipidos), acidos nucleicos, y posiblemente proteinas.
Finalmente, los autores destacan el catabolismo de L-metionina a tioles volatiles (metanotiol)
e introducen la posibilidad de que estos compuestos intervengan en las interacciones del
parasito con el hospedador y los otros microorganismos presentes en la vagina humana y su

expresion patogénica (Thong ef al., 1987).

Habiendo sido establecida la relacién entre SAMe y diferentes rutas del metabolismo
intermediario de 7. vaginalis, es posible concluir que el potencial efecto inmunomodulador del
farmaco en el modelo murino se ha visto parcialmente enmascarado por el efecto que el misme,

tiene sobre el parasito y su-expresién patogénica.

333



DISCUSION

3.5.4. Sobre los extractos vegetales ensayados en el modelo de inmunomodulacion de
1. vaginalis: DIFUR (Polypodium decumanum), saponinas (Quillaja
saponaria), PAL (Polypodium leucotomos) y CTP

El farmaco DIFUR de laboratorios Cantabria se ha introducido en el modelo
experimental de 7. vaginalis por su homologia con el extracto PAL de ASAC Pharmceutical
Interantional A 1E. con un resultado extraordinario e inesperado; aunque ambos parecen ser
extractos vegetales de Polypodium, mientras que el tratamiento con PAL disminuye las lesiones
provdcadas por la infeccidn parasitaria, el farmaco DIFUR exacerba las mismas, y por ende
dicho tratamiento incrementa de manera significativa el indice de patogenia respécto a un lote

control no tratado.

Segun se ha podido saber a través de un informe cientifico de ASAC, la diferencia entre
ambos extractos vegetales parece radicar en su origen natural; por cuanto segun Cantabria, el
extracto Calaguala, originario de Honduras, esta constituido por diversas especies del género
Polypodium (P. decumanum, P. leucotomos,...), mientras que el extracto vegetal de ASAC esta
constituido inicamente por P. leucotomos (o P. aureum).

Por otra parte, los procedimientos de extraccion tampoco son idénticos por lo que es
muy poco probable que coincidan los principios activos seleccionados. De DIFUR se conoce
su eficacia frente a psoriasis, dermatitis atopicas y artritis mediante un mecanismo de accién
que se supone vulnera alguno de los intermediarios de la respuesta inflamatoria, en particular,
se ha indicado un sulfolipido que antagoniza el factor activador de plaquetas (PAF), que
interviene en la agregacion y degranulacion de leucocitos, inhibicién de la proliferacion de
linfocitos e incremento de la permeabilidad vascular y quimiotaxis de neutrofilos. Asimismo,
se ha demostrado que el extracto DIFUR exhibe cierta inhibicién dosis-dependiente de la
sintesis de leucotrienos B4 en leucocitos humanos. Esta actividad inhibitoria parece ser causada

por los acidos grasos poliinsaturados linoleico, linolénico y 4cido araquidénico. Dicho
leucotrieno B4 es un mediador antiinflamatorio aislado en cantidades anormalmente elevadas

en la piel psoriasica.

Finalmente, el extracto DIFUR ha fracasado en mostrar actividad inhibitoria sobre la
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enzima ciclooxigenasa (COX-2), por lo que se comprende la escasa eficacia del producto

natural en el control de determinados procesos inflamatorios.

Si DIFUR parece destinado al tratamiento de procesos inflamatorios agudos es
comprensible la escasa eficacia manifestada en el modelo experimental de 7. vaginalis, donde
la infeccion intraperitoneal progresa bajo un patron de hipersensibilidad retardada. Por otra
parte, si los AINEs ensayados, inhibidores de la ciclooxigenasa, favorecen la disminucion de
las lesiones y el tratamiento con DIFUR, incapaz de inhibir la enzima, produce un incremento
de las mismas, entonces merece la pena cuestionarse si la actividad ciclooxigenasa pudiera ser
critica en la evolucion patolégica de las lesiones abdominales y la mortalidad murina en el

modelo de 7. vaginalis.

La incorporacion de un extracto bruto de Quillaja saponaria en el modelo de
inmunomodulacion de T, vaginalis ha permitido verificar la capacidad adyuvante del extracto
sobre las defensas inmunolégicas del organismo que recibe la infeccion parasitaria.

La composicion basica del extracto de (. saponaria consta de triterpenoides glicosidos
de esteroles y taninos (Oakenfull, 1981)y el conocimiento de sus propiedades como adyuvante
inmunolégico se remontan a principios de la centuria (Mosmann & Coffiman, 1989). Mas
recientemente, se ha ensayado la actividad inmunomoduladora de las saponinas in vitro,
sefialandose que a muy bajas concentraciones tienen capacidad para inducir la proliferacion

celular en cultivos de linfocitos (Chavali ef al., 1987).

Los mecanismos de accion que inducen la division celular se deben a la naturaleza
surfactante de estos compuestos y su potencial capacidad para inducir cambios en la superficie

celular.

Las saponinas pueden incrementar la permeabilidad de las células a nivel de las
membranas (Alvarez & Torres Pinedo, 1982). Tales cambios en los microambientes de las
membranas celulares permite incrementar el transporte de micromoléculas, lo que incluye
sefiales transmembrana y la subsecuente division celular (Cooper, 1973). Uno de los factores

que afectan el microentorno celular pudiera favorecer la union de ligandos mitogénicos a la
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superficie celular (Singer & Nicolson, 1972). En este sentido, el agente mitogénico
fitohemaglutinina (PHA) ejerce su efecto a través de la alteracion de los microentornos de la
superficie celular y la consecuente modificacion de los eventos del transporte transmembrana
(Cooper, 1973). Por su parte, la concanavalina (ConA) es un mitogeno cuyo mecanismo de
accion implica el incremento de la sintesis de colesterol (Edelman, 1976; Yahare & Edelman,
1972).

Segn Chavali et al. (1987), las saponinas administradas oralmente incrementan la
proliferacion celular ir vivo, inducida por la activacién de las células Th. Como por via oral
las saponinas no pasan a la circulacion (Sidhu & Oakenfull, 1986), no esta claro como dichos
adyuvantes producen la estimulacion del sistema inmunitario. Se cree que estos compuestos
tiene un efecto inicial sobre el sistema inmunologico de las mucosas, el cual causa la activacion
de las células Th (cooperadoras) ¢ induce la secrecion de factores solubles. La entrada de estos
mediadores dentro de la circulacion inicia una multitud de procesos celulares. Los factores
solubles actilan como una sefial secundaria no especifica para las células en division y

diferenciacion como células inmunocompetentes.

Las propiedades biologicas de las saponinas de (). saponaria les convierten en buenos
candidatos para la accion adyuvante en vacunas, siendo consideradas por producir una lenta
liberacion del antigeno en la circulacion y su subsecuente localizacién en el higado y et bazo
(Scott ef al., 1984). Desafortunadamente, algunas saponinas son altamente hemoliticas (Price
et al., 1987), y causan un dafio tisular local en el sitio de la inyeccion (Allison ef al., 1986).
Comparada con la administracion parenteral, sin embargo, la administracién oral de saponinas

es bien tolerada 2 mayores concentraciones (Drake et al., 1982; Phillips et al., 1679).

La inmunomodulacion producida por formulaciones de Q. saponaria genera la

estimulacion in vivo de la interleucina 12 (IL-12) y su efecto sobre la respuesta humoral.

La capacidad de los adyuvantes para activar la presentacion antigénica de las células
durante la induccién de la respuesta inmune primaria es de importancia critica para el desarrollo

de la inmunidad protectora a numerosos patogenos. La TL-12, producida por macréfagos y
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otras células presentadoras de antigenos (ID’Andrea ef al., 1992; Macatonta ef al., 1995), es
un potente inductor de la expresion de y-IFN a través de las células T y NK (Chan et af.,
1991). De otra parte, es un importante factor en el control de la diferenciacion de las células
Th (Hsieh et al., 1993), favoreciendo la expansion de los linfocitos Thl (Seder et al., 1993) y
suprimiendo la diferenciacién de los Th2 (Seder ef al., 1993; Manetti ef al., 1993), un efecto

probablemente mediado por y-IFN (Wynn et al., 1994; Gately ef al., 1994).

En el modelo experimental de inmunomodulacién de 7. vaginalis, los animales
infectados, que reciben por via oral el extracto bruto de Q. saponaria, presentan el mismo nivel
de lesiones que los testigos {no tratados). Esta circunstancia parece concordar con 1o expuesto
respecto a la actividad estimulante de la respuesta inmunitaria de tipo Th1 que se le atribuye
a las saponinas. Si la expresion patogénica de las lesiones presentes en la infeccion experimental
de T. vaginalis viene regulada fundamentalmente por un fendmeno de inmunidad mediada por
células, cualquier adyuvante inmunologico que actile en la misma linea favorecera la presencia

de las lesiones.

En cualquier caso, la dosis ensayada de 400 mg/Kg/dia, los dias -10,-5 y 0
postinfeccion, ha producido la muerte de un significativo nimero de ratones, por lo que se
recomienda la segunda empleada de 200 mg/Kg/dia (-10,-5 y 0 dias p.i.} que, si bien cuando
se administra de forma aislada no disminuye las lesiones, cuando se coadministra con PAL o
CTP produce un efecto sinérgico que incrementa exponencialmente la capacidad
inmunomoduladora de los extractos, disminuyendo de manera espectacular las lesiones debidas
a la infeccion con T. vaginalis. En cuanto a la toxicidad, Phillips ez al. (1979) sefialaron que

una concentracion de saponinas purificadas de 14 mg/raton/dia parece inocua.

El primer extracto vegetal con actividad inmunomoduladora ensayado ha sido PAL, de
P. leucotomos que presenta una reconocida capacidad para modificar la respuesta inmunitaria
frente a diferentes patologias como la dermatitis atdpica (Jiménez y col., 1986), la psoriasis
(Pifieiro, 1982; Vargas y col.,, 1983), el vitiligo (Mohammad, 1989) o la esclerosis multiple
(Carrefio y de Castro, 1994).
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Para la evaluacion de la actividad inmunomoduladora del extracto PAL en el modelo
experimental de 7. vaginalis se han establecido la dosis y pauta de tratamiento mas adecuadas.
La dosis inicial valorada de 4 mg/Kg/dia resulta ser ineficaz para promover una actividad
inmunomoduladora significativa. Por su parte, las dosis de 20 y 40 mg/Kg/dia manifiestan
niveles similares de inmunomodulacion de la respuesta del sistema inmunitario, por lo que se

establece la dosis intermedia para el desarrollo de las experiencias sucesivas.

A continuacion, se han ensayado dos pautas de tratamiento postinfeccion (p.i.), la
primera del 3° al 7° dia p.i. y la segunda del 8° al 12° dia p.i.; ambas parecen incapaces de
inducir un efecto inmunologico aparente. Finalmente, una pauta preinfeccion de 10 dias ha
resultado idonea para la expresion inmunomoduladora de los extractos vegetales en el modelo

experimental.

Aun cuando la cepa de ratones BALB/c se ha mostrado la mas susceptible a la infeccion
intraperitoneal de 7. vaginalis, se ha recurrido a la cepa NMRI para realizar la mayor parte de
los ensayos de inmunomodulacion por un criterio de economia y disponibilidad de animales de
experimentacion en nuestro laboratorio. De hecho, solo se han utilizado ratones BALB/c para
las experiencias que introducen técnicas de ELISA indirecto, por el caracter consanguineo de

la cepa.

En un principio, la elucidacion de la respuesta inmunomoduladora del extracto PAL
se ha restringido a la evaluacion diferencial de las lesiones patognoménicas en el modelo
experimental de 7. vaginalis. En todas las experiencias realizadas con PAL, a la dosis y pauta
de tratamiento prefijadas, se verifica una disminucion del indice de patogenia (lesiones
abdominalesy mortalidad) de un 10% a un 20% respeéto a los ratones testigos no tratados.

La infeccion é;i)érirheri'talﬁédﬁ T vdéi}ialis paréce geﬁerar una respuesta inflamatoria
de hipersensibilidad retardada éoo'rdinadé.- pdr células Th1 predominantemgnte; el tratamiento
con'el extracto PAL debe afectar al balance inmunitario Th1/Th2, regulando negativamente la
respuesta preponderante, lo que se traduce en la disminucion de las lesiones en el marco de

dicho modelo experimental.
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En sentido opuesto, Cuéllar y su equipo {1997) habian demostrado que PAL inhibe la
respuesta Th2 en ratones inmunizados con larvas del tercer estadio (L3) de Anisakis simplex
y adyuvante completo de Freund por via intramuscular. Y asimismo, Dea Ayuela ef al. (1999)
hanindicado que el extracto PAL suprime la respuesta Th2 generada frente a un extracto crudo
soluble de larvas L1 de Trichinella spiralis. Teniendo bien presente que en ambos modelos
parasitarios la respuesta humoral (Th2) es prioritaria, la inhibicion de la respuesta Thl, que se
produce en nuestros caso, parece evidenciar que PAL presenta una actividad
inmunomoduladora sensu stricto, ya que es capaz de regular cualquier respuesta inmunitaria
alterada o aberrante inducida por el insulto inmunoldgico mediante el control del balance

Thl/Th2.

La determinacion sérica por ELISA indirecto de las citocinas IFN-y e IL-4 parece
confirmar la hipotesis sobre el tipo de respuesta inmunitaria dominante en el modelo
experimental de 7. vaginalis. De una parte, IFN-y es un marcador especifico de la respuesta
mediada por linfocitos Thl (respuesta celular), y de otra, la IL-4 es un marcador alternativo

de las respuestas mediadas por linfocitos Th2 (respuesta humoral).

De tal manera que, en la infeccion experimental' con 7. vaginalis (lote control), se
observa un incremento muy significativo de IFN-y sérico que alcanza su méaximo el dia +10
postinfeccion (6825 pg/ml) y que después disminuye hasta recuperar los niveles basales (870
pg/ml). El tratamiento con PAL modula negativamente los niveles séricos de IFN-y que desde
el nivel basal descienden a 358 pg/mi el 10° dia p.i., con un méaximo relativo de 378 pg/ml (dia
+15 p.i).

Por su parte, en el ensayo de determinacion sérica de IL-4 se presenta un incremento
en el lote control, que tras la infeccion alcanza su maximo el dia +10 postinfeccion (43 pg/mi)
y que, posteriormente, disminuye hasta los niveles basales (19 pg/ml). En este caso, el
tratamiento con PAL anticipa el miximo nivel de 1L.-4 (46 pg/ml) al dia +5 p.i., aunque,
independientemente del desfase, la dindmica de las concentraciones seaidéntica que lamostrada

por el lote control.
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El extracto PAL parece, pues, capaz de adelantar el nivel maximo de IL-4 en el suero
de los ratones BALB/c infectados con 7. vaginalis, aunque no pueda incrementar su

concentracion.

St bien, la evolucién de las citocinas 1L-4 e IFN-y en el modelo experimental de 7
vaginalis discurre en paralelo, parece que la segunda muestra una mayor expresion, que se ve
drasticamente modulada al introducir el tratamiento con PAL, en cuyo caso, la anticipacion en

los maximos niveles séricos de IL-4 coincide con la depresién de los niveles de TFN-y.

En cuanto a la composicion fitoquimica del extracto PAL, solamente ha trascendido
la existencia de sesquiterpenos, triterpenos, taninos y saponinas. De hecho, la calagualina,
aislada de P. leucotomos, es una sustancia activa frente a células tumorales perteneciente a este
ultimo grupo. Los sesquiterpenos no volatiles tienen varias propiedades farmacologicas entre
las que destacan la citotoxica/antitumoral y la antiinflamatoria. Las lactonas sesquiterpénicas
son un subgrupo de estos compuestos, con mayor potencia en estas actividades pues se unen
a grupos nucledfilos, formando bases de Schiff, que producen el bloqueo de numerosas
enzimas. Los terpenos presentan complejos mecanismos de accién que afectan tanto a nivel
celular como a mediadores inflamatorios (Navarro, 1998). En este sentido, se ha comprobado
que mediante mecanismos que afectan a los procesos de expresion de proteinas, algunos
terpenos disminuyen la biosintesis de citocinas. Asi el acido acantoico utilizado en la medicina
tradicional para el tratamiento de enfermedades reumaticas, suprime la liberacién de TL-1 y
TNF-« en monocitos humanos estimulados por silice, sin afectar a los niveles de otras citocinas
como la IL-6 (Kang et al., 1996). Por otra parte, los triterpenos son la estructura base de las
saponinas -de propiedades antimicrobianas, antifingicas y expectorantes- y de glicosidos
cardiotonicos (Banthorpe, 1991; Bruneton, 1991). En cualquier caso, carecemos de la
informacion suficiente para caracterizar el principio activo que otorga las propiedades

mmunomoduladoras al extracto PAL.

Laintroduccion de extractos con naturaleza inmunomoduladora ha permitido un mayor
conocimiento de la regulacion de la patogenia y la respuesta inmune a 7. vaginalis a través de

la evaluacion de las lesiones y la mortalidad segun el modelo de infeccion experimental,
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En el analisis del extracto vegetal CTP, ensayado en el modelo experimental de
inmunomodulacion de T, vaginalis, se han mantenido la dosis y pauta de tratamiento de PAL

para poder establecer una evaluacién comparativa entre ambos.

Las experiencias realizadas con CTP muestran una vigorosa accion inmunomoduladora
del extracto, que se traduce en una disminucion de la patogenia en torno a un 15% respecto

al lote testigo no tratado (control).

Nuevamente, el estudio de las citocinas IL-4 e IFN-y presentes en los sueros de los
lotes experimentales mediante la técnica de ELISA indirecto facilita la interpretacion de
nuestros resultados. Si el lote control presenta la maxima concentracion de IFN-y el dia +10
p.i. (6825 pg/ml), el extracto CTP modula negativamente dichos niveles, alcanzando en el

mismo periodo una concentracion de 648 pg/mi.

No obstante, los perfiles de TFN-y de los extractos vegetales ensayados presentan
dinamicas muy diferentes; si bien el lote tratado con PAL desde el nivel basal (870 pg/ml en el
dia -5 p.i.) desciende hasta 179 pg/ml el dia de la inoculacion, para finalmente mantenerse en
358 pg/mli el dia +10 p.i.; por contra, el lote tratado con CTP desde el nivel basal (880 pg/mi
en el dia -5 p.i.) asciende ligeramente hasta 1771 pg/ml el dia O para descender progresivamente
hasta 127 pg/ml el dia +15 p.1.

Asimismo, el lote tratado con CTP muestra un abrupto incremento de IL-4 que alcanza
su maxima expresion el dia de la inoculacién del parasito (45 pg/mi) y que disminuye
paulatinamente a medida que progresa el tiempo de observacion experimental (32 pg/ml).
Teniendo en cuenta que los niveles de IL-4 en el lote control son de 43 pg/ml (+10 p.i).

Por otra parte, destacamos que el extracto CTP potencia la produccion de I1.-4, alcanzando
el maximo incluso antes de recibir el insulto inmunolégico, 10 dias antes ¢ independientemente

de la infeccion experimental, lo que produce la inhibicion de la expresion serologica del IFN-y.

En cuanto a la composicion fitoquimica de CTP se ha sefialado la presencia de acido

fumarico, P-sitosterol y taninos. El f-sitosterol presenta actividad antiinflamatoria cuando se
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administra por via oral/intraperitoneal, aunque es incapaz de inhibir la actividad enzimatica de
las ciclooxigenasa y lipooxigenasa (Breu ef al., 1992). Se ha demostrado que afectan al
comportamiento de las membranas plasmaticas produciendo modificaciones en su estructura
y composicion (Aarad eZ al., 1996), cambios en su fluidez y permeabilidad y alteraciones en la
actividad de numerosas enzimas unidas a estas membranas (Hennessey, 1992). Por otro lado,
Lozoya et al. (1995) demuestran la actividad inhibitoria del crecimiento que presentan los
taninos en otro extracto MMT (Mimosa tenuiflora). No obstante, se desconoce el principio

activo responsable de la actividad inmunomoduladora.

Segun Rodero (1998), el extracto CTP parece deprimir la respuesta humoral T-
dependiente potenciando el cambio de clase inducido por antigenos timoindependientes de tipo
i1 en un modelo experimental de inmunizacion de antigenos de LIII de Anisakis simplex y

adyuvante completo de Freund.

Por otra parte, nos planteamos si la actividad hepatoprotectora que citan (ASAC XVII,
1998) ha podido intervenir en la disminucion de las lesiones hepaticas que se producen en el
modelo experimental de 7. vaginalis. En apoyo de esta hipotesis, (ASAC XVIII, 1998) revelan
por estudios histopatologicos en rata el incremento de los procesos de regeneracion tras el

tratamiento con el extracto.

Para concluir, se ha evaluado el potencial sinergismo entre PAL-+metamizol,

PAL+saponinas, CTP+metamizol, CTP+saponinas y, finalmente, PAL+CTP.

El sinergismo implica que dos agentes terapéuticos trabajen para producir un efecto
mayor que el esperado; existiendo una amplia variedad de mecanismos por los-cuales se puede

producir un efecto sinérgico (Hlatky & Whittemore, 1991).

El extracto PAL que se administra con la dosis triple de saponinas orales préduce un-
extraordinario efecto sinérgico en la disminucion de la patogenia, aproximadamentede un 15% - -
respecto a los testigos no tratados. Esta circunstancia, es ain mas sorprendente por cuanto las ;-

saponinas individualmente no produjeron ningun efecto significativo. Si como se sefiald
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anteriormente, las saponinas de (). saponaria potencian la respuesta Thl a través de la
activacion de la 1L-12 parece paraddjico el comportamiento sinérgico con PAL que inhibe la
respuesta Th1 en el modelo experimental de 7. vaginalis. A no ser que el mecantsmo de accién
de PAL como inmunomodulador responda de manera mas eficaz cuanto mayor es el estimulo
(infeccion experimental+adyuvante). Esta hipotesis requerira de experiencias adicionales para

su confirmacion.

El sinergismo entre CTP+saponinas es, quizas, mas discutible, por cuanto la
disminucion de la patogenia del 15% es similar a la producida en el ensayo con CTP. El
extracto, probablemente, anticipa los niveles de [L.-4 regulando negativamente la induccion de
la expresion de IFN-y procedente de la infeccion de 7. vaginalis y del adyuvante. De todos

modos, el efecto inmunomodulador de CTP parece imponerse frente a las saponinas.

El resultado de la coadministracion de PAL+metamizol y CTP+metamizol resulta muy
sorprendente por inesperado, ya que se produce el antagonismo de los componentes, que por

separado favorecen la disminucion de la patogenia en el modelo experimental de 7. vaginalis.

En el terreno de las hipotesis se ha planteado la posibilidad de que entre los AINEs y
los extractos se estableciese algiin tipo de competencia, p.€. en el transporte sanguineo a través
de proteinas plasmaticas que indujese la pérdida de la eficacia antinflamatoria e

inmunomoduladora, respectivamente.

De otra parte, Tsuboi y colaboradores (1995) han descrito que los farmacos
antiinflamatorios no esteroideos regulan diferencialmente la produccién de citocinas en los
linfocitos humanos, estimulando la produccién de YFN-y, IL-2 y TNF-a e inhibiendo, en
gontraste, la produccion de IL-4 e I1.-6. En ¢l mismo sentido, Garcia-Alvarez y otros (1997)
en un modelo de sepsis quirtirgica confirman que metamizol favorece la disminucion de la 11.-4
e 1L-6. Estos resultados podrian explicar la contraposicion entre los extractos vegetales y
metamizol, pero complican la justificacion del comportamiento de metamizol en un tratamiento

anico.
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Finalmente, la sinergia que se produce en el tratamiento de PAL+CTP es la mas
extraordinaria de las ensayadas, la disminucion de la patogenia se situa en torno al 20%, y
parece aunar ambos efectos inmunomoduladores que tienden a inhibir la respuesta inmunitaria
Th]1 predominante en el modelo experimental de 7. vaginalis. Los diferentes mecanismos de
accion en los que intervienen PAL y CTP parecen explicar la resultante sinérgica del

tratamiento con ambos extractos.

En conclusién, se debe sefialar que al prometedor futuro de los extractos vegetales PAL
y CTP como inmunomoduladores, es preciso afiadir, un no menos halagiiefio horizonte a la
administracion sinérgica de ambos, o bien, a la intervencion de agentes adyuvantes de origen
vegetal, como las saponinas, que dispongan la respuesta inmune del hospedador y faciliten su

modulacion.
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6.- CONCLUSIONES

1%.-

2%~

3%.-
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5%.-

La eficacia de las tiadiazinas disustituidas sobre Trichomonas vaginalis no esti
relacionada con la introduccion de radicales lipofilos en posicion 3. Asi, a la serie de
los furfuril derivados pertenecen los compuestos mds activos de la serie, tanto in vitro

como in vivo.

La analogia estructural de la serie de aminas acomplejadas con Cu?* con derivados de
las tiadiazinas disustituidas debe ser la causa de la interesante actividad tricomonicida
de alguno de los compuestos de la serie. No es el caso de las tiazepinas y
benzotiazepinas, cuya analogia con las fenotiazinas, productos de reconocida actividad
antiprotozodsica, hizo pensar a priori en la posibilidad de encontrar algiin compuesto

activo.

Considerando la complejidad de la interaccion parésito-hospedador que se establece
tras la infeccion sistémica con 7. vaginalis, la validacion del modelo murino para la
determinacién de la patogenia experimental del parédsito debe realizarse con una cepa
de referencia, en nuestro caso la C1-NIH (ATCC), de contrastada virulencia, a fin de

no introducir factores de variabilidad en el sistema.

Los ratones consanguineos de la estirpe BALB/c han mostrado la maxima
susceptibilidad a la infeccién intraperitoneal con 7. vaginalis, si bien los NMRI
responden de forma adecuada y desarrollan lesiones reproducibles, por lo que son una
alternativa valida siempre que la relacion coste/prevision de resultados no justifique

la utilizacion de animales consanguineos.
La evaluacién de la patogenia experimental a los 30 dias de la infeccidén no aporta

mayor informacion que la obtenida en 15 dias, siempre que se inocule un nimero

suficiente de parasitos (107 tricomonas/raton).
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El modelo murino de infeccion intraperitoneal detecta diferencias significativas en la
patogenia experimental de los aislamientos clinicos estudiados, por lo que se propone

su aplicacion en ensayos de caracterizacion biologica de cepas de 7. vaginalis.

El analisis estadistico aplicado a la valoracion de la patogenia clasifica correctamente
el 100% de los aislamientos clinicos estudiados, lo que confirma la validez del baremo
utilizado. De otra parte, subraya la importancia del factor lesiones frente a la
mortalidad, siendo la lesion hepatica la mas representativa de la patogenia experimental

de 1. vaginalis

Los ratones BALB/c infectados intraperitonealmente con 7. vaginalis sufren un
drastico incremento en los niveles séricos de IFN-v, que alcanza la concentracion mas
alta en el periodo de méaxima mortalidad, registrindose simultineamente niveles
significativos de IL-4. En consecuencia, ¢l escenario inmunolégico generado tras la
infeccion es compatible con un proceso inflamatorio regulado por una respuesta Thl
y en menor medida Th2. El tratamiento con inmunoestimulantes, que exacerba la
patogenia expenimental, einmunosupresores y AINEs, que la disminuye, confirma dicha

interpretacion,

El tratamiento con el extracto de Polypodium leucotomos (PAL), previo a la infeccion,
suprime la respuesta dominante disminuyendo la concentracion de IFN-v, ala vez que
anticipa el nivel maximo de IL-4; por lo que presenta una actividad inmunomoduladora

sensu stricto, regulando la respuesta inmunitaria mediante el control del balance
Th1/Th2.

El tratamiento con el extracto CTP provoca una disminucion de los niveles séricos de
IFN-y, stendo el aumento de IL-4 previo e independiente de la infeccion experimental.
Tras su administracién conjunta con PAL, se produce un incremento significativo en
los niveles de IL-4 con posterioridad a la infeccion. Ello unido al menor desarrollo de
lesiones en los animales infectados tras el tratamiento demuestra el efecto sinérgico de

ambos extractos.
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122.- La utilizacion de un extracto de Quillaja saponaria como adyuvante, mejora
considerablemente la eficacia tanto de PAL como de CTP, lo que confirma el efecto

inmunopotenciador de las saponinas.
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ANEXO1
HIPERSENSIBILIDAD DE TIPO IV (O RETARDADA).

En términos generales, y segin la clasificacion de Coombs y Gell, la hipersensibilidad de
tipo IV incluye aquellas reacciones que tardan en desarrollarse mas de 12 horas tras una
estimulaci6n antigénica apropiada, implicando mecanismos mas propios de la inmunidad celular
que de la humoral. Aqui se incluyen todas aquellas reacciones mediadas por células capaces de
generar dafios tisulares, lo que supone la incorporacion de los mecanismos inmunopatologicos
provocados por las células T citotoxicas.

Son reacciones inflamatorias complejas, en las que de entrada intervienen macrofagos y
fibroblastos, para posteriormente enfrentarse a un antigeno, requiriendo la participacion de
linfocitos T sensibilizados que dafian los tejidos del hospedador. Fundamentalmente, esta reaccion
se inicia por las citocinas de los linfocitos Thl que atraen y activan macréfagos, células NK,
linfocitos citotéxicos y neutrofilos. '

A diferencia de otras formas de hipersensibilidad, la de tipo IV no puede transferirse de
un animal a otro mediante el suero, pero si por las células T (células Thl en los ratones).
Obviamente, esta asociada con la inmunidad protectora mediada por células T, aunque no siempre
hay una correlacién completa entre hipersensibilidad retardada e inmunidad protectora. En otras
ocasiones,
los mecanismos implicados provocan dafios tisulares debidos a efectos secundarios indeseables
que surgen a raiz de la accién antimicrobiana, o bien de derivados de su accion frente a antigenos
no microbianos, p. €. alérgenos.

Los tipos mas comunes de hipersensibilidad retardada son por contacto, tuberculinica y
granulomatosa.

La hipersensibilidad granulomatosa se produce, habitualmente, a consecuencia de la
presencia de un microorganismo u otras particulas, que la célula es incapaz de destruir. En
ocasiones puede estar causada por la continua presencia de inmunocomplejos.

Los granulomas estan formados por la agregaciony proliferacion de macréfagos y pueden
persistir durante semanas. Esta reaccion es, por sus consecuencias clinicas, la mas grave de todas
las respuestas de hipersensibilidad retardada. La complicacion para identificar el tipo de respuesta
de hipersensibilidad se acrecienta cuando los diferentes tipos de reaccién se solapan o bien
ocurren secuencialmente tras un solo estimulo antigénico.

Asimismo, la interpretacién funcional sobre la regulacion de la respuesta inmunitaria nos
obliga a pensar que la supervivencia del parasito requiere la reduccion de la inmunidad mediada
por células del hospedador.



Mecanismo general de las reacciones de hipersensibilidad retardada (DTH):

a) Fase de sensibilizacion: Reconocimiento del antigeno extraiio, su presentaciénacélulas
T virgenes (que no han entrado en contacto con el antigeno) y la posterior activacion clonal de
las mismas. En los ganglios linfaticos, los linfocitos Thl se activan, se expanden clonalmente y
dan lugar a una poblacién memoria, ya sensibilizada frente al antigeno.

b) Fase de provocacion: En la que el segundo contacto con el antigeno desencadena una
respuesta DTH completa, con tres etapas diferenciadas:

- Etapa de activacién: La presentacion del antigeno y la produccion de otras citocinas co-
estimuladoras por parte de la células presentadoras de antigeno (APCs) como la IL-1 activan los
linfocitos Thl CD4 que, una vez activados, comienzan la produccion de citocinas para el
desarrollo de la fase efectora.

o IL-2, de acci6n autocrina y paracrina. Es la clave en los procesos de activacion del
linfocito T y necesaria para la sintesis del IFN-y ¢ TNF-« y linfotoxina.

» IFN-y, mediador de la respuesta DTH, siendo sus efectos principales la activacion de
macrofagos y el aumento en la expresion de moléculas de clase I sobre APCs:
macrofagos y células endoteliales fundamentalmente.

e« TNF-p o linfotoxina (LT). Aumenta la capacidad de las células endoteliales para
reclutar y activar leucocitos.

- Etapa efectora que se subdivide en:

a. Desarrollo de una reaccién inflamatoria localizada mediante la regulacion de las
células endoteliales vasculares del proceso inflamatorio.

a.1.) Produccion de prostaciclinas (PGI,), NO y quimiocinas (IL-8) que actuan
como factores quimioatrayentes que favorecen la extravasacion leucocitaria.

a.2.) Por otro lado, TNF-g, inducen la expresion secuencialmente de moléculas
de adhesion como E-selectina (adhesion temprana de neutréfilos) y VCAM-
1 e I[CAM-1, que permiten el posterior reclutamiento de monocitos y
linfocitos T hacia el lugar inflamatorio .

b. Fase de resolucidn, en la que los macrofagos, ultimas células efectoras en las
reacciones DTH, activadas por IFN-y que elimina el antigeno desencadenante de todo
el proceso. Altiempo que se liberan mediadores inflamatorios (PAF) y otras citocinas
IL-1, TNF-«.

Desde el punto de vista parasitologico, esta hipersensibilidad es la responsable de las
patologias hepaticas en la esquistosomosis, los granulomas producidos por las larvas migratorias,
las inflamaciones de la leishmaniosis, algunas lesiones producidas por ectoparasitos, y
probablemente parte de las lesiones cardiacas de la enfermedad de Chagas.
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ANEXO II
Las citocinas segiin su origen y sus efectos sobre las células diana (Abbas ef al., 1995),
se clasifican como: factores de crecimiento hematopoyético, interferones, linfocinas, monocinas

y quimiocinas.

Factores de crecimiento hematopoyético

EFECTOS

N OMBRE

R p— on

R R e T e A R P SR PR & S A

Factorcq estimulante de colonias de granulocitos | -Favorece la produccion, maduracion y diferenciacion

A A T

SRR -

; {G-CSF) - de precursorcs neutréfilos.

-Amnenta la. actmdad dc neutréfilos maduros.

j Factor estimulante de granulocitos macriéfagos i -Favorece el crecimiento y diferenciacion de células ;
! (GM-CSF) * progenitoras multipotenciales. ;
{ i -Actiia sobre la diferenciacion de granulocitos ¥ i
; - fagociios mononucleares i
B e et I R T A S B el e R A e T T W SERRORTD B e WET V‘W 5T AL T G R S ) 8 e B F SRR A T
i !
;  Factor estimulante de colonias de monocitos i -Favorece la produccién vy diferenciacién de ;
macrifagos (M-CS¥F) © monocitos.
i é i

Interferones

.. FUENTE CELULAR:

Interferén-e (IFN-c) Monocitos/macréfagos -Inhibent la replicacion viral, ya
Linfocitos B que favorecen la sintesis de
Células NK proteinas que inhiben la

replicacion de ADN o ARN viral.
-Inhiben la proliferacion celular.

Interferén-f (IFN-$) Fibroblastos -Activan a las células NK.
Interferdon-y (IFN-v) Linfocitos T -Es ¢l principal activador de
Células NK macrdfagos, a partir de linfocitos

T, favoreciendo la formacién de
radicales libres.

-Aumenta la expresion de
moléculas de clase 'y 11 del CMH.
-Favorece la diferenciacion de
linfocitos T y B.

Activador de la generacion de
especics reactivas de oxigeno en
neutrofilos.

-Estimula la actividad citolitica de
ceélulas NK.

-Activa las células endoteliales
para la expresion de moléculas de
adhesion,




Linfocinas

Interleucina-2 (IL-2)

Linfocitos T activados

-Factor de proliferacion autocrino
v paracrino de linfocitos T.
-Factor de proliferacion de
linfocitos B. Favorece la secrecion
de anticuerpos.

-Aumenta la actividad citolitica de

las células NK.

Interlcucina-3 (IL-3)

Linfocitos T
Células cebadas

-Estimula la diferenciacion vy
proliferacion de células

‘hematopovéticas en la médula

Osea.
-Promueve 1la proliferacién ¥y

desarrollo de células cebadas.

Interlencina-4 (IL-4)

Linfocitos T
Células cebadas
Baséfilos
Macrdfagos

-Factor de¢ proliferacién vy
diferenciacion de linfocitos B.
Favorece la secrecidn de
anticuerpos IgE.

-Induce la diferenciacion de
linfocitos.

-Activa la célula endotelial para la
expresidn de moléculas de
adhesidn especificas para
linfocitos, monocitos v eosinofilos.
-Factor de¢ prolifcracion de
mastocitos.

-Inhibe la activacion de
macrofagos.

Interleucina-5 (IL-5)

Linfocitos Th
Céhrlas cebadas
Eosinofilos

~Estimula la proliferacién y activa
las funciones de los eosindfilos.
-Favorece la diferenciacién de
linfocitos B.

Interleucina-6 (IL-6)

Linfocitos T
Monocitos/macrofagos
Células endoteliales
Fibroblastos

-Efectos sistémicos:

Estinmla la produccion de
protcinas de fasc aguda en
hepatocitos.

Actia como pirogeno endogeno.
Favoreee la proliferacion de células
madre hematopoyéticas.

-Efectos Jocales:

Factor de crecimiento vy
diferenciacion de linfocitos By T.

Interteucina-9 {(IL-9)

Linfocitos T

-Incrementa la actividad de células
cebadas.
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Interleucina-1¢ (J1-10)

t Fuente celular .

Linfocitos Th
Macréfagos
Linfocitos B

-Inhibe la activacion de linfocitos
T mediada por macrofagos, va que
disminuye la expresion de
motéculas de clase [T del CMH y
la secrecién de citocinas en estos
macrofagos.

-Favorece la proliferacion ¥
secrecidon de anticuerpos en
linfocitos B.

Inierlencina-13 (IL-13)

Linfocitos T

-Inhibe ia produccién de citocinas
en monocitos/macréfagos.
-Estimula el crecimiento y
diferenciacion de linfocitos B, asi
comgo la secrecion de IgE.

Interleucinas-14 (IL-14)

Linfocitos T

-Favorece la proliferacion de
linfocitos B activados.

Linfotoxina

Linfocitos T

-Activador de neutréfilos.

-Activador de célunlas endoteliales
para la expresion de molécuals de
adhesion y secrecion de citocinas.

Monocinas

Efectos locales

| Efectos de interleucina-1

-Sobre células endoletiales

-Sobre linfocitos

-Favorece la expresion de
moléculas de adhesion cspecificas
para neutrofilos y monocitos.

-Favorece la proliferacion vy
activacion de linfocitos By T.
-Induce la expresion del receptor
para IL-2.

-Induce la expresion génica de
linfocinas.

Efectos sistémicos

-Sobre el hipotilamo

-Sobre el higado

-Sobre la médula ésea

-Sobre ¢l metabolismo

-Produce ficbre mediada por la
generacion de PGE,.

-Incremento en la secrecion de
ACTH por parte de la hipdfisis
produciendo tanto la liberacion de
glucocorticoides endogenos.
-Induccion de la sintesis de
proteinas de fasc aguda.
-Estimulacion en la produccion de
factores de crecimiento
hematopoyético, favoreciendo la
leucocitosis.

-Caquexia.
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Monocinas

Efectos locales

-Sobre c¢lulas endoteliales

-Sobre leucocitos

-Induce Ia expresion de moléculas
de adhesion.

-Activa g monocitos/macrdfagos,
neutrdfilos, cosindfilos para
combatir microorganismos,
~Induce la produccion de citocinas
en monocitos/macrofagos (IL-1,
iL-6, quimiocinas y et propio TINF-
o). -

~Potencia la lisis mediada por Tc,
al aumentar la expresidon de
molécuias de clase L.

Efectos sistémicos

-Sobre el hipotdlamo
-Sobre el higado

-Sobre la médula dsea

-Sobre la coagulacion
-Sobre el metabolismo

“-Ficbre dependiente de PGE,.
-Induce la sintesis de proteinas de
fase aguda.

-Inhibe la division de la célula
madre de la médula dsca.

-Activa el sistema de coagulacion.
-Produce caquexia por inhibir la
liberacion de dcidos grasos de las
lipoproteinas, y alterar el
catabolismo de proteinas en
misculo.

Interieucina-12 (IL-12)

Monocitos/Macrofagos
Linfocitos T

-Es el mas potente activador de las
células NK para la secrecion de
IFN-v. Ademas favorece su
crecimiento y actividad citolitica,
-Incrementa la actividad citolitica
de linfocitos Tc vy macréfagos.
-Actia sinérgicamente con otras
citocinas favoreciendo la
proliferacién de células
hematopoyéticas.

-Favorece la diferenciacion de
linfocitos Th.

Inhibe la secrecion de IgE en
linfocitos B.

Interlencina-15 (IL-15)

Monocitos

Linfocitos T

Células del estroma de la médula
osea

-Estimula la proliferacion  de
linfocitos T, con actividad similar
aladelall-12.
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Quimiocinas

“. 7 Fuente celula#

Interleucina-8 (IL-8)

Monocitos/macrofagos
Linfocitos T
Neutréfilos

Células endoteliales
Fibroblastos,...

[

-Factor quimiotactico para
ncutrdfilos, linfocitos T y basdfilos.
-Activa los peutrofilos para la
liberacion de enzimas lisosomales
vy la geperacidn de especies
reactivas de oxigeno y LTB,.
-Favorece la adhesion de
neutrofilos y monocitos a la célula
endotelial.

Proteina quimiotictica de
monocites (MCP-1)

:Monocitos/macréfagos
‘Fibroblastos
Linfocitos B

Células endoteliales

-Factor quimiotactico de

monocitos.

-Estimula la liberacion de
histamina por baséfilos.

-Regula la produccion de citocinas
Por Mmonocitos.

RANTES

Linfocitos T
Plaquetas

-Factor quimiotactico de
monocitos, linfocitos T, eosindfilos
v basofilos.

-Estimula la liberacién de
histamina por basofilos.
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