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EXPERIENCIAS Y RESULTADOS

4.5. INMUNOMODIJLACJÓN POR EXTRACTOS VEGETALES DE LA

RESPUESTAA LA INYECCIÓN INTRAPERITONEAL CON T. vaginalis.

4.5.1. Valoraciónde la necropsia

4.5.1.1.EfectoinmunomoduladordelextractoP. leucotomos

4.5.1.1.1.Selecciónde la dosis

Seha realizado,en principio, en ratonesNMRI, distribuidosen lotes de 10

animales,e infectadoscon 71 vaginalis (día0) segúnla metodologíadescritaenel apartado

3.2.2.2.deestamemoria.LaspautasdetratamientoconPAL ensayadashansido lassiguientes:

A) Preinfección

4 mg/Kg/día,los días-10 a O post-inoculación(pl.).

20 mg/Kg/día, los días -10a O post-inoculacion.

B) Post-infección

20 mg/Kg/día, los días3 a7 p.i.

20 mg/Kg/día,los días8 a 12 p.i.

En cadauna de las pruebasse dispusodel correspondientelote de control de la

infección,conel quesecomparanlos índicesde patogeniadelos lotestratadosmedianteel test

de laU de Mann-Whitney.

Una vez seleccionadala dosis de 20 mg/Kg/día, sepasaa comprobarsu efectoen

ratonesBALB/c, incluyendoun lote adicionalquerecibedosisde 40 mg/Kg/díaenel mismo

periodode tratamiento.

En las pruebasconsecutivascon fármacosde referencia se introducen lotes

experimentalestratadosconPAL que confirmandichadosisy pautadetratamiento.
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TABLA 4.59. Sinopsisdel índice de patogeniay significaciónestadísticaparael ensayode
mmunomodulaciónde PAL (4 mg/kg/día) en el modelo de patogenia
experimentalde 1. vaginalis.

ÍNDICE DE 1! U MANN-WHITNEY
PATOGENIA II

R±D.E. CONTROL PAL

CONTROL

39,33+ 8,06

PAL 4 mg/Kg/día

35,20+ 12,26 41,0 (p>O,OS)

TABLA 4.60.Sinopsisdel índicedepatogeniay significaciónestadísticaparael ensayode
rnmunomodu¡aciónde PAL (20 mg/kg/día) en el modelo de patogenia
experimentalde t. vaginalis.

ÍNDICEDEII U MANN-WHITNEY
PATOGENIA jj

1.R±D.E. CONTROL PAL

CONTROL
46,00±6,16

PAL 20 mg/Kg/día
35,60±10,36 23,5 (p<0,0S)
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TABLA 4.60.Valoraciónparamétricadelensayode ininunomodulacióndePALpos 1 (días3
a7 p.i.) Y PALpos2 (días8 a 12 p.i.) enel modelode patogeniaexperimental
de 7’. vaginalis.

CONTROL M. L.A. P. RIP/E. H(V). H<D>. IP.

RATÓN 1
2
3
4
6
6
7
8
9

10

14
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

1
1
1
1
1
1
1
1
1
10

12
12
10
10
8
8
12
10
10
8

6
6
6
6
6
6
6
6
6
6

8
8
8
8
8
8
8
8
8
8

40
32
24
26
26
a>
a>
26
26
34

MEDIA 1,40 0,00 5,40 10,00 7,20 5,60

DE. 4,43 0,00 2,12 1,63 1,03 1,26 479

PALpos 1 M. LA. P. RIPiE. H(V)¿ H(D). IP.

RATÓN 1
2
3
4
5
6

.7
8
9

.10

.

.

.
.0
.0
0
0
0
0
14

,

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

8
8
8
8
8
8
8
8
8
8

1
12
12
12
12
8
6
6
8
4

,

1
1
1
1
10
4
6
8
8
2

1
1
10
6,
6
10
4
2
2
4

24
28.
34
32
36
24.
20.
20
24
32

MEDIA 1,40 0,00 5,00 8,80 6,40 5,80 27,4)

DE 4,43 0,00 1,94 3,01 2,46 2,90 5,82

PALpos 2 M. L.A. P. RIP/E. HQI3. H(D>. IP.

RATÓN 1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

6
6
6
6
6
6
6
6
6
6.

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

1
1
1
1
1
1
1
1
1
10

12
10
12
12
8
6
10
10
8
12

10
íO
8.

.6
8
6
4
8
4
10

8
8
8
8
8
8
8
8
8
8

36
36
32
26
24
24
2)
33
28
46

MEDIA 1,80 0,00 5.00 10,00 7,40’ 6,20 33,40

DE. 2,90 0,00 2,71 2,11 2,32 2,20 7,82
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TABLA 4.62. Valoraciónparamétricadelensayodeinmunomodulaciónde PAL (20 mg/Kg/día)Y
PAL (40mg/Kg/día)enelmodelodepatogeniaexperimentalde71 vaginalis(RATÓN
BALB/c).

CONTROL M. L.A. P. BIRlE. HQ4 H(D) LP.

RATÓN 1 0 2 8 10 8 8 38
2 6 0 10 8 6 6 36
3 6 2 10 12 10 12 52
4 6 4 10 12 10 4 48
5 6 2 10 12 10 10 W
6 6 2 8 12 10 12 W
7 6 4 10 12 10 12 54
8 0 0 4 4 10 10 28
9 0 4 8 12 10 12 48

10 0 0 8 8 10 8 34
MEDIA 3,60 2,00 8,60 10,20 9,40 9,40 43,20

DE. 3,10 1,63 1,90 2,74 1,35 2,84

PAL 20 M. L.A. R RiPIE. HM. H(D). LP.

RATÓN 1 0 0 4 4 2 2 12
2 0 0 8 4 2 4 18
3 0 0 4 ,4 8 6 22
4 0 2 8 8 10 8 36
5 •0 0 4 4 2 12 22
6 0 0 4 4 ‘ 2 2 12
7 0 0 4 4 ‘2 4 14
8 0 0 8 6 8 8
9 0 0 6 4 2 4. . 16

10 0 0 6 6 .0 0 12

MEDIA 0,00 0,20 5,60 4,80 3,80 5,00 19,4)

DE. 0,00 0,83 1,84 1,40 3,46 3,56 8,22

,‘PAL4O M. LA P. RIPIE HM. H<D). IP

RATÓN? 1.0 0 8 8 - 6’’ ‘8 3)
2 0 0 6 8’ 6 %4 24
3 fl 4. 8 4 2.. 8. 26

4 4 0 . 2 4 4 2.’ ‘4 ‘. 16
5 0 0 4 4 , 2 .4... ‘.14
6 0 0.. 10 12. 10 ‘ 12 ‘44

.7 0 0 4 4 2~ 4. 14’
• 8.0. 0 6 6 .8 8 28

.9 ‘‘‘0’ 0 6 4 , 2. , 4, 16
10 0 2 .8 10 8 6 34

MEDIA 0,00 0,80 6,40 6,40 - 4,80 6,20 2489

DE 0,00 ‘“ 1,40 2,07 2,95 ‘ 3,16 ‘ .2,74’ 9,89
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4.5.1.2. Eficacia comparadadel extracto PAL con inmunomoduladoresde

referencia

Algunas de las experienciascuyos resultadosse recogena continuaciónse han

efectuadoenparaleloa las indicadasen el apartadoanterior,conel fin de poderutilizar el

mismocontrolde infección;esporello quelos resultadosdeestoslotesno tratadoscoinciden

exactamentecondatosyapresentados.

Además,como enel casoanterior,las pruebasseefectuaronen ratonesNMRI (10

animales/lote),recurriendoa BALB/c cuandohubodisponibilidad.

4.5.1.2.1. Inmunosupresores:Ciclofosfamida,azatioprinay tacrólimo(FK-506)

Para la observacióndel comportamientode los inmunosupresoresen el método

experimentalde 71 vaginal¡ssehanensayadociclofosfamida,azatioprinay tacrólimo(FK-506).

En el grupoexperimentaltratadocon ciclofosfamida,los ratonesNM’RI infectados

recibenunaúnicadosisdel inmunosupresorporvía intraperitonealde 100 mg/Kg.

Traselperiododeobservacióny necropsiaseconcluyequelos índicesdepatogenia

(1. P.) de los gruposCTRL-39,30+ 8,06-y ciclofostbniida(CPA) -28,89+ 6,50-presentan

diferenciasestadísticamentesignificativassegúnlapruebaU de Mann-Whitney.

Conflrmandoqueel tratamientoinmunosupresorconciclofosfanúdapareceproducir

una disminuciónde la mortalidady las lesionesabdominalesen los ratonesinfectados

intraperitonealmentepor 71 vaginalis.

Porotraparte,sehatratadoun lote de ratonesNMRJ infectadospor 7’. vaginaliscon

unadosisintraperitonealde 100 mg/Kg de azatioprinay otro lote conel tratamientodePAL

preinfecciónde 10 díasarazónde 20 mg/Kg/día.
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En dicho.ensayo,los 1. P. de los gruposPAL (20 mg/Kg/día) -35,60 + 10,30-y

azatioprina(100 mg/Kg/ldía) -37,00+ 7,61-presentaníndicesde patogeniaque difieren

significativamentedelLP. delcontrol-46,20+ 5,69- , no existiendodiferenciassignificativas

entreellos. De nuevo, el tratamientocon un mnmunosupresorcomo azatioprinareducela

mortalidady las lesionesintraperitonealesde los ratonesinfectadospor 71 vagina/ls.

Con la intención de obtenerun nuevo enfoque,que contribuya a comprenderla

secuenciade reaccionesinmunitariasdesencadenadastras la infección experimentalde 71

vagina/ls,sehautilizadoun inmunosupresorde trasplantes(FK-506).

El fármacodetrasplantesactúasuprimiendolasrespuestasmnmumtarias,tantoanivel

humoralcomo las mediadasporcélulas. Esteinmunosupresorimpide la activaciónde los

linfocitosT enrespuestaaestímulosmitogénicoso antigénicos.Siendo100vecesmáspotente

que la ciclosporinaen inhibir selectivamentela secreciónde diversostiposde citocinas(IL-2,

IL-3, IL-4, IL-6, IFN-y). Tambiénescapazdeinhibir laactivacióndelinfocitos B inducidapor

anticuerposperono lainducidaporcomponentesbacterianos.Asimismoprevienelageneración

de linfocitos citotóxicos.

Enel modelode patogeniaexperimentallos ratonesBALB/c recibenporvíaoral, con

sondabucogástrica,unadosisde 10 mg/Kg/díadurante10 díasde FK-506,procurandola

administraciónenestadode ayunas,paralo cual se les retiró el alimento al menos12 horas

antes.

Encuantoa ¡osresultados,los 1. P. delgrupoCTRL -53,14+ 16,80-y FK-506 -38,00

1 13,82-presentandiferenciassignificativas,segúnel estadísticodelaU de Mann-Whitney.
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TABLA 4.64.Valoración paramétricadel ensayode inmunomodulaciónde ciclofosfamida(100
mg/kg/día)en el modelode patogeniaexperimentalde 7’. vaginalis.

CONTROL M. LA P. 8./P/E. H(V). H(D). LP.

RATÓN 1 0 0 6 12 6 8 32
2 0 4 10 12 10 8 44
3 0 0 8 12 8 6 34
4 0 0 8 12 10 12 42
5 0 0 6 12 4 4 26
6 0 0 8 12 10 8 38
7 14 2 8 12 4 2 42
8 14 0 10 8 8 2 42
9 14 2 8 10 8 12 54

10 - - - - - - -

MEDIA 4,67 0,89 8,00 11,33 756 6,89

DE. 7,00 1,45 1,41 1,41 2,40 3,76

OPA M. L.A. P. B.IP.IE. H04 .. H(D). . . IP.

RATÓN 1 0 0 4 8 8 8 26
2 0 0 4 10 ‘ 10 4 28
3 0 0 4 10 8 6 28
4 0 0 4 8 6 2 20
5 0 0 8 12 8 6 34
6 0 0 4 6 6 6 22
7 0 4 10 8 8 8 36
8 0 0 4 8 6 6’ 24
9 0’ 0 10 10 ‘ .8 10 38

- lo

MEDIA 0,00 0,44 5,78 8,89 7,56 6,22 26,89

D.E. 0,00 1,33 2,73 1,76 1,33 2,33 6,577

TABLA 4.65. Sinopsis del índice de patogenia y significación estadística para el ensayo de

inmunomodulación de ciclofosfamida (100 mg/kg/día) en el modelo de

patogenia experimental de 71 vaginalis.

ÍNDICE DE U MANN-WHITNEY
PATOGENIA

~ ±D.E. CONTROL [ CICLOFOSFAMIDA ¡

CONTROL
39,33+ 8,06

CICLOFOSFAMIDA
28,89+ 6,56 12,5 (p<O,OS)
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TABLA 4.66.Valoración paramétricadel ensayo de inmunomodulaciónde azatioprina(100
mg/kg/día) y pal (20 mg/kg/día) en el modelo de patogeniaexperimentalde 7’.
vagina/ls.

CONTROL M LA. P. E/PIE H(\O H(D) IP.

RATÓN 1 26 4 10 4 4 2 5)
2 26 4 10 2 4 0 46
3 14 2 10 12 8 8 54
4 14 8 6 4 2 2 34
5 14 6 10 12 6 4 52
6 14 4 8 12 6 4 48
7 6 0 10 12 8 8 44
8 0 2 10 12 8 8 4)
9 0 4 10 12 10 lO 46

10 - - - - - . -

MEDIA . 12,67 3,56 9,33 9,11 6,22 5,11 46,00

DE. 9,54 1,94 1,41 4,37 2,54 3,48 6,16

AZA M . LA. RIPIE H(V) 1-1(D) . Y
y , .

RATCN~41 0 » 4 0 2 4 46
2’>32 2 . 4 10 6 10 32

>3 26 4. ‘10 4u . 2 0 46
4 i4 4 8 8 4 2 40
5 .6 . .4 6. . & - 12. 8 12, 50
.6 .6 . <2 ‘V’’ ‘ 10’ ... 12 ‘~6 6 .42’’
7, 6- , 2 10 ‘ 12 6 44
8. 0 6 i12 ‘10. “‘. 6>’,, .8 ‘~ 42
9 .0 %2 8. 10 8 , 8 36

,.10 0 .2’ .6 10,.. .8 .12, 38.
.11’ ‘O’ ,0 4 6 6 12 28

12 0 0’ 4 4 6 8 22

MEDIA 750 267 7.33 8,17 567 750 36,83

287.,DE A099 178 ,~ 3,86, 206 392 ,8,16
<~- c -

.~-j(4” s~4”’ ~ ~ 4 “ r’#’ A, , .. A4~y’:’’< ..,)‘,,J’’,.(‘‘~ ~VI~’’ ~ ~ ,

~ ~ . I=~.B/?(~ 4, ~¿-~ “‘$k’.PAL204t2’.4t\t M ~ g.. ‘-
RAJÓN 2~ 14t.~o~ttt~4< .6 2(41 iYk’Jv’-’V 2, <2

4 ~t~’ .<‘ ‘32/”y44 10\~ \t a~ AO> ~< 6 4 ‘~>

~ ,.,..‘d
4$tt’’2~<-’- c ,~y’’ t’’’’~.~ ‘-‘

4:j’t~’<t~ , 44
‘“y’,•.~,,., - 4..,~ — 10 t’” ~2. Y’,; “Q’~6”g<’~’S’: ~ 2’ ,.~“‘

~k¼6. ~w’~ ‘‘4’~ 10 ,»,l2t<”t’’,6’~.., 6 4’~.46J
1s24 ,4~’ >.8 Á~t

8,~y’~” ->6

‘~ s””’t6.”4’”-’~4
~W”>~’ ~st=:o4;’tY*2.’~o~t.. ,>.t ,t«

4r:í0 ,>t’&8s.¡-.4>~>..~8. t’,’y.-’-----,’zg’~ “Á%’8~ r~;<”’¿.~é4 ‘<I~1V
~ío .~ .~‘o Útf,o .:“:ti’40 ~ ,‘ ~‘k- ~ ‘~ t<.~tS4’<, U-fl~ »‘2~~’

800 X y”’ ‘‘“ ,. ~>#‘-‘MEDIA’ t>~. ~ ~~200 ‘ 880’ ‘t ~ >‘‘>‘

-~ ¿4$» ¿ “>270” >,k’1’89 ~“½42,Th~”’t<iktsid~vi~ 89 267 -y*<-~‘«“~ ‘~k >~. y; <=.3”V <‘Á’v> .x’.’>w,4Z¿2,6~’4ft
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TABLA 4.69. Sinopsisdelíndice depatogeniay significaciónestadísticaparael ensayode
inmunomodulaciónde FK-506 (10 mg/kg/día)en el modelo de patogenia
experimental de 71 vaginalis (RATONESBALB/c).

U MANN-WHITNEYINDICE DE
PATOGENIA J________________

±D.E. ]¡ CONTROL FK-506

CONTROL
53,14+ 16,80

FK-506
38,00+ 13,82 9,0 (p-c:O,OS)
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4.5.1.2.2. Inmunoestimulantes: Inmunoferón y timoestimulina

Tras el comportamientodel modelo experimentalde patogeniaen presenciade

inmunosupresores,sehanintroducidoenel sistemadosagentesinmunoestimulantescomoson

rnmunoferón y timoestimulina.

Así, sehaobservadoquelos ratonesNIvIRI infectadospor 7’. vagina/lsy tratadoscon

inmunoferónarazónde 13 mg/Kg/díaporvíaintraperitoneal(i. p.) durante10díaspresentan

un mcrementosustancialen la mortalidady lesionesabdominalesrespectoa los ratones

control..

Segúnelbaremo,el 1. P. del lote tratadocon inmunoferón-53,80+ 6,82-presentan

diferencias estadísticamente significativasrespectoal control-47,11+ 1,45-.

Posteriormente,se ensaya en ratones NMRI infectados un tratamiento de

timoestimulinaen unadosisde 24 mg/Kg/díaconunapautade infecciónde 5 días y lahabitual

delextractoPAL (20 mg/Kg/día) durantelos 10 díaspreviosa la inttcción.

Los 1. P. de los gruposCTRL -43,60+ 5,79- y TP-1 -47,75+4,20-no presentan

diferenciassignificativas.Sin embargo,el grupoPAL -34,60+3,65-difiere significativamente

de los 1. P. de los gruposanteriores.

Finalmente,seha evaluadoen ratonesBALB/c, siguiendoel modelo experimental

antecedente,el efectode un tratamientodetimoestimulina(24mg/Kg/día)durante5 días. Los

resultadosindicanqueel1. P. delos gruposPAL -20,00±9,66-difieremuy significativamente

dell.P.delcontrol-43,20+ 8,90-y delTP-I -35,60+ 8,15-.Asimismo,los LP. de los grupos

TP-1 y controlno presentandiferenciassignificativas.

En amboscasos,por tanto, la timoestimulinano presentaun efecto aparenteenla

mortalidady laslesionesde los ratonesinfectadospor 71 vaginal¡s.Porcontra,PAL mantiene

sueficaciaen la disminuciónde los 1. P. dellote tratado respectoal control.
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TABLA 4.71. Sinopsisdel índicede patogeniay significaciónestadísticaparael ensayode
inmunomodulacióndeinmunoferón(1,30mg/kg/día)enelmodelodepatogenia
experimentalde 7’. vagina/ls.

ÍNDICE DE U MANN-WHITNEY
PATOGENIA II -_________________

CONTROL J I’NMUNOFERÓN

CONTROL
47,11±1,45

INMUNOFERON
53,80+ 5,57 16,5 (p<0,05)
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TABLA 4.72. Valoración paramétricadel ensayode inmunomodulaciónde timoestimulina(24

mg/kg/día)en el modelode patogeniaexperimentalde 7’. vaginalis.

CONTROL M LA P. Blp/E H(V) H(D) I.P.

RATÓN 1 14 2 8 6 4 4 38
2 14 4 10 12 8 10
3 14 2 6 8 8 6 44
4 6 6 6 8 8 12 46
5 6 0 8 10 8 8 40
6 6 0 10 12 8 8 44
7 0 0 10 12 10 8 40
8 0 4 8 12 10 10 44
9 0 2 10 10 8 8 38

10 0 0 10 12 10 10 42

MEDIA 6,00 2,00 8,60 10,20 8,20 8,40 48,4)

D.F. 6,11 2,11 1,65 2,20 1,75 2,27 5,82

TP-1 M LA. P. B/P/E HQ~ . H<D) I.P

RATÓN 1 14 0 10 10 8 12 54
2 .6 0 10 12 10~ 10 48
3 6 2 8 12 8 8 44
4 6 0 10 12 10 12 50
5 6 0 10 12 10 10 48
6 6 0 10 12 10. 10 48
7 6 2 8 12 ‘ 10 12 5)
8.0 4 8 8 8 8 36

.9 0 0 6 12 10 12 ‘40
10

MEDIA 5,56 089 6,89 11,33 9,33 10,44 46,44

DE. 4,10 1,45 145 1,41 1,00 1,67

PAL2O’ ~.M LA. P. Blp/E H(~ H(D> ‘ LP.

RATÓNI .14 ‘ 0 6 2 ‘‘2 4’’ 26
.2 6.’ 0 8 8 6 . 6 34

3.6 0 8 8 6 .6- 34
4 6 0 8 10 -‘4 - 6’’ 341

‘5 6 0 10 8 4’. 6’ 34
6 8 . , 0 .6 10 10 6’ 38
7 6 0 10 10 8 - 8’ 42
8 0 ‘ O 8 ‘ 12 10 6’ 36

y ~ 0 .0 6 10 ‘ .8< 8 32 y
10 0 0 8 10 8 8’ 34

-MEDIA 5,00 0,00 . 7,80 8,80 - 6,60’ 6,40 y

DE 4,24 ‘ . 0,00 1,48 2,70 . ‘2,67 1,26 3,66
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TABLA 4.74.Valoración paramétricadel ensayode inmunomodulaciónde timoestimulina(24
mg/kg/día)y pal (20mg/kg/día)enelmodelodepatogeniaexperimentalde7’. vagina/ls
(RATÓN BALB/c).

CONTROL M. LA. P. 6./PIE. H(~. H(D). IP.

RATÓN 1 0 2 8 10 8 8 36
2 6 0 10 8 6 8 36
3 6 2 10 12 10 12 52
4 6 4 10 12 10 4 46
5 6 2 10 12 10 10 Sl
6 6 2 8 12 10 12 50
7 6 4 10 12 10 12 64
8 0 0 4 4 10 10 26
9 0 4 8 12 10 12 46

10 0 0 8 8 10 8 34

MEDIA 3,60 2,00 8,60 10,20 9,40 9,40 43,20

DE. 3,10 1,83 1,90 2,74 1,35 2,84

TP-1 M LA. P. 6/P/E. HC\O. H(D). IP. -

RATÓN 1 0 0 6 10- 10 8 34
2 0 0 6 8 4 6 24
3 6 4 10 12 10 10 52’
4 0 0 8 & 10 8 34
5 0 2 10 6 . 2 . 4 24
6 0 2 10 10 10 .10 42
7 0 0 10 10 10 8 36
8 0 2 8 12 10 4 36
9 0 0 10 12 10 6 38

10 0 0 8 8 - 10 8 34-

MEDIA 0,60 1,00 8,60 9,80 8,60 ‘ 7,20

D.F. 1,90 1,41 1,65 2,07 2,99 2,15 8,15

PAL 20 . M. ‘ L.A. P. Blp/E. HM H<D>.” LP. -

RATÓN 1 0 0 4 4 2 - 2 -12
2 0 - 0 8 4 2 4 18

y 3 0 0 4 4 - 8~ 6 22,
4 0 2 8 8 10’ ‘ 8 36

— 5 ,0 0 4 4 , 2 - 12- 22
6 0 0 4 4 ‘2 ‘2 12
7 0 ‘ 0 4 4. ‘2 4 14~
8 0 ‘ 0 8 6 .8 8’ 3)

- 9 0 0 6 4. 2 4 16
10 0 0 6 6 0 0 -12 -

MEDIA 0,00 , 0,20 5,60 4,80 3,80 5,00 19,4)

D.E 0,00 - - 0,63 1,84 1,40 . 3,46 - 3,56 8,221

251





EXPERIENCIAS Y RESULTADOS

4.5.1.2.3. Antiinflamatoriosno esteroideos:Piroxicamy Metamizol

En ordena identificar la naturalezae las lesionesabdominales,fUndamentalmente

presentesen el hígado,bazo, estómagoy páncreas,se han introducido en el modelo de

patogeniaexperimentaldosantiinflamatoriosno esteroideos(AINEs) como piroxicam y

metanuzol.

Enla primeraexperienciaconAINEsseintroduceuntratamientodepiroxicamporvía

oral,consondabucofaríngea,arazónde 10 mg/Kg/díaenun periodode 10 días.Incorporando,

además,un lote tratadoconPAL porvía intraperitonealen la concentración habitualde 20

mg/Kg/díadurantelos 10 díaspreviosa la infección.

El 1. P. del grupoCTRL -25,11+ 2,84-presentadiferenciassignificativasrespectoa

los índicesde patogeniade los lotesPAL -19,56+ 10,95-y piroxicam-21,60+ 2,63-, sin

embargo,no existendiferenciassignificativasentrelos 1. P. de los dosúltimos lotesentresí.

FELDENE® (piroxicam) quetiene propiedadesanalgésicasy antipiréticas.También

actúaendiversospuntosde la respuestainflamatoriae inmunitariacomola inhibición de la

síntesisde prostanoides,incluidas prostaglandinas,por inhibición reversiblede la enzima

ciclooxigenasa.,inhibición de la agregaciónneutrofilica e inhibición de la migración de

polimorfonuclearesy monocitosde lazonainflamada.

El efectodelantiinflamatoriorepercuteen laslesiónesprovocadasen latricomonosis

experimental,así los ratonestratadosconpiroxicammuestraun descensosignificativo enla

valoraciónmediadelaslesionesabdominales.Porsuparte,elextractoPAL siguepresentando,

no obstante,un efectoinmunomoduladormásaparentesobreel conjuntode las lesionesensu

lote.
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Enlasegundaexperienciacon ATNEs, sehanestablecidotreslotesde ratonesBALB/c,

uno de ellos recibe el tratamientohabitual de PAL (20 mg/Kg/día), el otro recibe un

tratamientode metamizol(274,87mg/Kg/día)ambosporvía intraperitonealdurantelos 10

díaspreviosa la infeccióny el terceroqueno recibetratamiento(grupocontrol).

El 1. P. de los gruposPAL -40,80+ 5,09- y metamizol-48,20+ 9,13- difierenmuy

significativamentedel grupoCTRL -56,60+ 9,93-; aunqueno entresí.

Al contrastadoefectodelextractonaturalPAL, seuneladisminuciónenelIP.dellote

tratadoconmetamizol,probablementedebidoalmecanismoinhibidor dela ciclooxigenasa,que

repercuteenlaproduccióndeprostaglandinas,disminuciónde laIL-4, IL-6, aumentode laIL-

10 (citocinaantiinflamatoria)y descensodelainfiltración leucocitaria,hipersensibilidadtardía,

y neutrofihia.

Nóteseque la cepade ratónes BALB/c, que presentamayor susceptibilidada la

infecciónexperimentalpor Trichomonasvagina/ls, lo quepaliael efectoinmunomodulador

observabletrasel tratamientodelextractovegetalPAL.

La dosisque sehaensayadode metamizolperteneceaunacomunicaciónoral, enel

XXXII Congresode laSociedadEuropeade InvestigaciónQuirúrgicaenCorfú (Grecia),de

García-Álvarezet aL (1997)que analizalos tratamientosinmunomoduladoresde Metamizol

y SAMet en sepsisquirúrgicas en ratas. Nuestra pretensión última en la experiencia

desarrollada es poner demanifiestolacapacidadinmunomoduladorademetamizolenelmodelo

experimentaldeTrichomonas vagina/ls paraverificarlabondadde dichomodeloenel estudio

de agentesquemodificanla respuestainmunitaria.

En la terceraexperiencia,nuevamenteen ratonesNMRI, se ha evaluadoel efecto

sinérgicodePAL (20 mg/Kg/día) + metamizol(274,87mg/Kg/día)en un tratamientoi. p.

previo a la infección por 7’. vagina/ls de 10 días. En la necropsia,el I.P. de los grupos

experimentalescontrol -55,50+ 9,30- y PAL±metamizol-49,60+15,04- no presentan

diferenciasestadísticamentesignificativas. Considerandola capacidadindividual de cada
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producto para disminuir las lesiones de tipo inflamatorio, parececontradictorio que la

administración conjuntacarezcade efectossinérgicos.

TABLA 4.76.Valoraciónparamétricadel ensayode inmunomodulaciónde piroxicam(10
mg/Kg/día)Y PAL
7’. vagina/ls.

(20mg/Kg/día)enelmodelode patogeniaexperimentalde

CONTROL M. L.A. 1’. E/PIE. HM. H(D). IP.

RATÓN 1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

0
0
0
0
0
0
0
0
0

6
6
6
6
6
6
6
6
6

12
8
6
6
8
6
6
6
6

4 8 33
4 8 26
4 8 24
4 4 20
4 8 26
4 10 28
4 6 24
4 8 24
4 8 24

MEDIA 0,00 0,00 6,44 7,11 4,00 7,56 28,11

D.F. 0,00 0,00 0,88 2,03 0,00 1,67 2,85

pIROXICAM M. LA. P. E/PIE HM. H<D>. IP.

RATÓN 1
2
3
-4

- .5
-6
7
8
-9

- .10..

0
0
0-
0 y
0
0
0
0 -
0 ‘
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

1
1
1
1

10
8
8
8
6
6

10
4
8
8
6
6
8
8
8
10

2 4 24
2 4 16
2 8 22
2 4 22

‘‘4 6 26
2 4 20
2 4 22

. 2 4 22 -
4 ‘4 20

“2 ‘.4 22

MEDIA Q,00 0,20 7,00 7,40 2,40 - 4,60 21%)

DE 0,00 0,63 1,70 1,90 0,84 1,35 2,e3

HM. H(D). LP

2 4~ 22
- .2M -‘ 4~. ‘18 4

kA ,.20
‘2 6., 18

.2 - 4~ 16
2 ~-‘ 20.

‘2<. fl2 - 6 , 20’
2’ - 6. 20

PAL2O M. LA. P. B/P/E

IRATÓN 1
2
3
4

1~
.6
7

~,9
10

- MEDIA

0-
~
0’

-0..
-
0
0

0’0’’”
0 -

0
0
0’
0

0
0<

0
0

.

.
.

.4

4
6

.88
8

.

4
4
4
4

4
4

44
4

0,00 0,00 6,67 6,22 2,00 4,67 19,56

DE 0,00 0,00 1,73 1,56’ ‘0,00 1,00 1.94
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TABLA 4J9. Sinopsisdel índice de patogeniay significaciónestadísticaparael ensayode
inmunomodulaciónde PALpre + METAMIZOL (274,87mg/Kg/día) en el
modelode patogeniaexperimentalde 71 vagina/ls.

ÍNDICE DE II U MANN-WHITNEY
PATOGENIA II

±D.E. CONTROL PAL + MET

CONTROL
55,50±9,30

PAL 20±METAIvIIZOL
49,60+ 15,04 33,0 (p>0,05)
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TABLA 4.80. Valoración paramétrica del ensayo de inmunomodulación de metamizol (274,98

mg/kg/día) y PAL (20 mg/Kg/día) en el modelo de patogenia experimental de
71 vaginalis.

CONTROL M. LA. P. 8./PIE. H(V). H<D>. LP.

RATÓN 1 50 2 8 8 2 2 72
2 38 2 10 12 6 8 76
3 20 0 10 12 4 6 52
4 20 2 10 12 6 8 58
5 14 0 10 12 8 10 54
6 14 2 10 12 4 4 46
7 14 2 10 12 6 8 52
8 14 2 10 12 4 8 50
9 14 0 10 12 8 8 52

10 14 0 10 12 8 12 56

MEDIA 21,20 1,20 9,80 11.60 5,60 7,40 56%)

D.F. 12,59 1,03 0,63 1,26 2,07 2,84 9,67

PAL 20 . M. LA. 1’. ‘ 6./PIE. 1-1(V). H(D). IP. -

RATÓN.1 ‘20 2 10 8 0 4, 44
2 20 2 10 12 0 - 4 46~
3 14 4 .10 12 ‘2 4 46
4 14’ 0 8 12 4 - 6 44-
5’ 8 0 10 12 4. 4 38
6 8 4 8 10 2 4 36

-7 ‘6 0 10 12 - 4 2- 34
8 6 0 10 12’ ‘ - 6 6 40
9. 6 0 10 12 8 8 44-

10 6 2 10 12 4 0 34

MEDIA 10,80 - 1,40 9,60 11,40 3,40 - 4,20 40,50

DE. 5,75 1,65 0,84 1,35 2,50 2,20

METAMIZOL M. LA. P. - 8./P/E. - 1-1(V). H(D).. IP

IRATÓN 1 32 2 10 - 12 - 6... 6 66
.2 .20’: 4 í0 12 ~2 2’ -
3 14’ 2 8 12 ,‘ 8 - 8 52
414’. 4 10. 12 - 6 - 8 . 54 4
5. ‘-8 2 10 12 4’--- 8 44.

y 6 &.~ 2. 10. 12 <6- ‘6. ‘44
7,6’” 0 8 12’ 6:’ 6 «‘38
8 6 2 8 12 8’ 8. 44
9 6 2 10 12 y 6 4 4)

10 - - - - - -‘ - ‘ -

MEDIA 12,67 . - 2,22 9.33 12,00 - ‘ - 5,78 - 6,22 48,22

DE. 8,72 - 1,20 1,00 0,00 1,86 2,11’ - 9,13
y—
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4.5.1.2.4. Otros: DIFUR, S-Amety saponinasde Q. saponaria

Paracompletarlacomprensióndelescenarioinmunológicogeneradotras la infección

experimentalde 7’. vagina/ls se han ensayadootros productoscon potencial actividad

inmunomoduladora.

Así, inicialmente, se ha realizado un estudio comparativo de la capacidad

inmunomoduladorade dosextractos,en teoría,de idénticaprocedencianatural.

Por un lado, el extracto bruto PAL de Polypodium leucotonios (A.S.A.C

PharmaceuticalInternationalATE) y, porotro, el fármacoDIFIJR® (extractode Polypodium

leucotomos,según1. F. CantabriaS.A.) se evalúan frente al modelo experimentalde

tricomonosismtraperitoneal.

En cuantoa los resultadosen la cepade ratónNMRI, cli. P. dcl lote tratadocon

DIFUR -46,44+ 12,64-presentadiferenciasestadísticamentesignificativasrespectoal del

grupo control(CTRL) -34,88+ 9,98-,y tambiénPAL -29,80+ 9,11-.Sin embargo,losI.P.

de los gruposcontrol y PAL no presentandiferenciasestadísticamentesignificativasentresí

(aunqueseseñalalamismatendenciaqueen las experienciasprecedentes).

A continuación,seha evaluadola incidenciadel fármacoS-Amet(16,80mg/Kg/día)

enratonesNMAI tratadosdurantelos 10 díaspreviosala infecciónexperimental.Losgrupos

experimentalescontrol -55,50+ 9,30- y S-Amet -44,40+ 12,95-no presentandiferencias

estadisticamentesignificativasparaunnivel de confianzadel 5%. Sedestacaespecialmenteel

nivelde confianza,ya quepara6,8%existendiferenciassignificativasentrelos gruposcontrol

y S-AMET.

Parafinalizar, seha contrastadola naturalezaadyuvantede un extracto bruto de

saponinas de Quillaja saponariay sucapacidadparapotenciarla modul4ciónde la respuesta

mmuultari~nelmodelodepatogeniaexperimentalde 7’. vagina/lsenp*esenciao ausenciadel

extractoPAL.
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No obstante,uno de los hechosa teneren cuentaen estaexperienciaesla elevada

mortalidadqueseproducepor laadministraciónoral del extractobruto de saponinas.Para

paliarestacircunstanciasehanensayadodostratamientosde 400 y 200 mg/Kg/díadurante3

días (-10, -5 y O post-inoculación).En los lotes tratadoscon la mayor concentraciónde

saponinas(SPNl)o sinérgicamentecon PAL (PAL + SPNI) el porcentajede mortalidadde

los ratonesinfectadoscon 71 vaginalisesaproximadamentedel40 %. Si bien, la dosisde400

mg/Kg/díapareceencontrarseen el margende inocuidadparalos extractospurificadosde

Qul//ajasaponaria,estono esasíparaunextractobruto.Lamortalidadqueaquísecomputa

espreviaa la infecciónexperimentaly por tantoajenaa cualquierefectode la virulenciadel

parásito.Por tanto,en elJ.P. no aparececonsignadosu efecto.

Los resultadosde lavaloraciónde la necropsialos ratonesNMIRI señalanqueel I.P.

delgrupocontrol-30,67+3,46-presentadiferenciasestadísticamentesignificativasconel resto

del.P. de los gruposPAL (20mg/Kg/lO día) -24,89±6,09-,saponina(SPNI)-19,43+ 8,46-

y PAL + saponina(5PM) -12,80+ 3,90-paraun nivel de confianzadel 5%.No existiendo

diferenciassignificativasentrelos 1. P. de los gruposexperimentalesPAL y SPNl,aunquesi

seproduzcandichasdiferenciasentrelos de los gruposPAL y PAL + 5PM. Finalmente,

tampocoseobservandiferenciassignificativasentrelos 1.P. de los gruposSPNI y PAL +

SPNI.

Por su parte, en el lote tratado con la concentración inferior (200 mg/Kg/día)

manteniendo la pauta de 3 días, no se registran muertes achacables al tratamiento con el

adyuvante (SPN2).

De tal manera que, ell.P. d II L.Aratado con SPN2+ PAL (20 mg/Kg/día) -17,11 +

6,49- presenta diferencias significativas respecto al I.P. de los grupos control -31,12 + 4,26-

y ~rN2 -30,00 1 7,48-, no existiendo dichas diferencias entre los l.P. de los lotes control y

SPN2.
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TABLA 4.82. Valoración paramétricadel ensayo de inmunomodulaciónde DIFUR (20
mg/Kg/día)y PAL (20 mg/Kg/día)enel modelode patogeniaexperimentalde
7’. vaginalis.

CONTROL M. LA. P. RIPIE. H(V). H(D). IP.

RATÓN 1 26 2 10 12 4 4 58
2 0 2 8 12 10 8 40
3 0 0 6 10 8 8 32
4 0 0 10 12 6 6 34
5 0 0 10 12 6 10 38
6 0 0 0 10 8 8 26
7 0 0 4 8 6 10 26
8 0 0 4 10 6 8 28
9 0 0 0 10 6 8 24

10 0 0 10 12 8 10 40

MEDIA 2,60 0,40 6,20 10,80 6,80 8,00 34%)

DE. 8,22 0,84 4,05 1,40 1,69 1,89 9,99

DIFUR 20 ‘M. LA. P. R/P/E. - H(V)< . H(D). I.P.

RATÓN 1 26. 4 10 12 2 6. 8)
-- 2 26 4 10 12 4 6 62

3 26 4 10 12 6 - 4 62
4 14 4 10 - 12 - 8 4 52
5 6 - 0 8 8. 8 8 38
-6- 0 0 8 12 4 6 32
-7 0 0 8 12 8 6 34-
8 0 0 10 12 ‘ 8 0
9 0 0 10 12 10 8 40-

10 - - - - - - . -

MEDIA 10,89 1,78 9,33 11,56 6,44 5,33 - 4a44

DE 12,21 2,11 1,00 1,33 2,60 2,45 - 12,64-

PAL2O M- - LA P SIP/E H(V) H(D) - IP. -

RATÓN, 1 6 4 8 - 12,. 8 Y--’ 10’ ‘e
2 0 0 .10 10 -4 ‘. 4 28
3 0 0 6 12 6~ 10 34
4 0 0 10 12 - 8 -6-. 36-
5 0- - 0 10 lO’ 8<- 4 32
6 -0 0 10 12 “6 6 34

y,.il...7 .0’’ - 0 4 6 - 4. - 8

- ~-j ~

‘‘-lO 0-. 0 - 2 10.’~ ‘-6 -“ 6’ 24’

MEDIA 0,60 - 0,40 7,20. 9,60 -5,80 - 6,20’- 29%)

DE 1,90’, - - 1,26 3,01 2,80’ - 1,75 - 2,20 -
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TABLA 4.85. Sinopsis del índice de patogeniay significación estadísticapara el ensayode
ínmunomodulaciónde S-AMET (16,80 mg/Kg/día) en el modelo de patogenia
experimentalde 7’. vaginalis.

ÍNDICE DE PATOGENIA U MANN-WHITNEY

D.E. II CONTROL S-AMET

CONTROL
55,50+ 9,30

S-AMET
44,40± ¡2,95 19,5 (p>O,05)
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TABLA 4.86a. Valoraciónparamétricadelensayode inmunomodulaciónde saponinas(400
mg/Kg/día)y PAL (20 mg/Kg/día)enel modelodepatogeniaexperimental
de 7’. vaginalis.

CONTROL M. L.A. P. R./P.IE. H~. H(D>. IP.

RATÓN 1 0 0 8 10 8 8 34
2 0 0 10 8 4 6 26
3 0 0 6 8 4 8 26
4 0 0 8 10 6 6 33
5 0 0 10 10 4 8 32
6 0 0 4 10 6 8 26
7 - - - - - - -
8 0 0 8 10 8 10 38
9 0 2 10 8 8 6 34

10 0 0 8 8 6 6 28

MEDIA 0,00 0,22 8,00 9,11 6,00 7,33 32,67

DE. 0,00 0,67 2,00 1,05 1,73 141 3,46

PAL 20 M. LA. P. 6./PIE. H~. H(D>. IP.

RATÓN 1 8 4 10 8 6 4 . 40.
2 0 0 2 12 4 4 22

.3 - -
4 0 0 8 10 . 6 0 24
5 0 0 6 6 ‘ 6 4 22
6 0 ‘0 8 8 4 4 22
7 0 0 8 10 6 ‘ 4 - 28
8 0 - 0 6 8 6 2 22
9 0 0 10 8 6 0 24

10 0 . 0 6 8 2 4 20

MEDIA 0,89 0,44 6,89 8,67 5,11 2,89 2489

DE 2,67 1,33 2,47 1,73 1,45 1,76

SAPONINA M. LA. P. 6./RIF. HO’>. “ H<D>. IP.
(SPNI>

RATÓN 1 - - - - - - -
2 0 0 6 0 --0 4 10

-‘.3 0 0 8 6 6 - O 20
4 0’’ 2 8 8 6 2- 26
5 0- 0 6 8 8 6 33
6 .0 0 6 8 . 6 6 -26-~
7 0’ 0 2 6 ‘0 -‘ 0 8

-- 8~ 0 0 4 6’ . 0’ ‘6 169 - . - . - - -10 - - -‘ - - ‘ - -

MEDIA 0,00 0,29 6,00 6,00 ‘ 3,71 3,43 19,~

DE - 0,W 0,76 2,31 2,83 - .‘ 3,55’ 2,76 8,461
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TABLA 4.Sób. Valoraciónparamétricadelensayodeinmunomodulaciándesaponinas(400
mg/Kg/día)+ PAL (20 mg/Kg/día)en el modelode patogeniaexperimental
de 7’. vaginalis.

SPNI+PAL M. ““ L.A. P B/P/E. H(V). H(D>.’ IP.

RATÓN 1 O -‘ 0 2 8 0 0- 10
2 0 - 0 8 6 0 0 14

‘3 0 0 0 & 0 0 -8
.4 0 0. 2 4 6 6 18

5 0 .0 6 8 0 0. 14-
6 - - - - - - -
7 - . - - - .. -
8 - - - - - - -
9 - - - . - - -

-fo-’’ - - ‘ - ‘ - - - . -

MEDIA 0,00 0,00 3,60 6,80 1,20 - 1,20 - 12,80-

DE. 0,00 ,~ 0,00. . 329 - 1.79 2,68 , 2,68 3,90

TABLA 4.87. Sinopsis del indic-e de patogenia y significación estadística para el ensayo de

inmunomodulación de timoestimulina (24 mg/Kg/día) y PAL (20 mg/Kg/día)

en el modelo de patogenia experimental de 7’. vaginalis.

ÍNDICEDEI U MANN-WHITNEY
PATOGENIA j__________

~ + D.E. CONTROL PALpre 20 SAPONINA j SPNI+PALpre

CONTROL
30,67+ 3,46

PALpre20
24,89+ 6,09 11,5 (p<0,01)

SPN1
19,43 + 8,46 5,5 (p<O,Ol) 22,5 (p>0,OS) -

SPÑI+PALpre
12,80±3,90 0,0 (p<0,OI) 0,0 (p<0,Ol) 9,0 (p>O,0S) -
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TABLA 4.88. Valoraciónparamétricadelensayode inmunomodulaciónde saponinas(200
mg/Kg/día)y saponinas(200mg/Kg/día)+ PAL (20 mg/Kg/día)enel modelo
de patogeniaexperimentalde 7’. vaginalis.

CONTROL M. LA. 1’. B./R/E. 1-100. H(D). IP.

RATÓN 1 0 2 10 8 8 8 36
2 0 0 6 8 6 6 26
3 0 2 6 8 8 10 34
4 0 4 10 8 6 6 34
5 0 2 8 8 8 10 36
6 0 0 6 8 6 6 26
7 0 2 6 8 6 8 33
8 0 0 8 10 6 8 32
9 0 0 6 8 6 6 26

10 - - - - - - -

MEDIA 0.00 1,33 7,33 8,22 6,67 7,56 31,11

D.F. 0,00 1,41 1,73 0,67 1,00 1,67 4,26

SPN2 . M. LA. P. RIP/E. H00. ‘ H(D) IP.

RATÓN 1 0 - 2 10 12 8 4 36
2 ‘0 2 10 12 8 ‘ 4 36
3 0 ‘ 0 6 8 4 4 22
4 .0 0 4 6 4 8 22
6 0 0 4 12 ‘6 4 ‘26’
6 ‘0 0 & 8 6 6 28
7 0 0 10 10 - 10 - 10 40
.8 0 0 8 8- 4 2 22
9 6 0 10 8 - 6 8 38

10 - - - . - - - -

MEDIA 0,67 0,44 7,78 9,33 6.22 5,56

DE. 2,00 0,88 2,54 2,24 2,11 - 2,60 7,48

SPN2+PAL 20 M: LA. P. RiP /E. H(V). H(D>. - IP.

RATÓN- 1 0. - 0 2 4. - 0 O 6
2 ‘0 0 2 4’ 8 ‘-6
3 0 - 0 ‘8 6.4-- -‘6 24
4 0 0 6 8 2 0 16

.5 0 - 0 6 6 6 8 26
6 0- 0 6 0 -‘-0, <6 -12

y 7 0 0 8 0 - 4 ‘4 § - 16-
8 ‘0 0 8 4. , -~ O - 0 12’ -
9 -0 - 0 8 0 6 .8 22

10 - . - - -

MEDIA 0,00 0,00 6,00 3,56 3,33 4,22 17,11

‘DE 0,00 0,00 2,46 2,96 3,00 3,38 Gv0
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4.5.2. EFECTOINMUNOMODIJLADOR DEL EXTRACTO CTP

Lasexpenenciassiguientesvanencaminadasaelucidarlaactividadinmunomoduladora

delextractovegetalCTP (propiedadde A.S.A.C. PharmaceuticalInternationalATE).

Iicialmente, se han establecido 5 lotes experimentalesde ratones NtvliRI

correspondientesalos grupostratadosconCTP (20 mg/Kg/día)durante10 días,además,se

haensayadolaco-administracióndeCTP(20 mg/Kg/lOdías)+ metamizol(274,87mg/Kg/lO

día);CTP+ SPN2(200mg/Kg/3días)yCTP+PAL (20mg/Kg/lO días).Todoslos productos

seadministranporvía intraperitoneal,excepto,obviamente,las saponinasporvía oral.

Los resultados,traslavaloraciónde la necropsia,indicanqueel I.P.del lote control-

29,78+ 3,53-presentadiferenciassignificativasrespectoa los I.P. de los lotesCTP -16,60+

5,81-y CTP+ metamizol-22,54+ 7,58-,ambasparaun nivel de confianzadel5%.Además,

los índicesde patogeniade los gruposCTP y CTP + metamizolno presentandiferencias

significativasparael nivel de confianzaprefijado;aunquesemantienela tendenciaobservada

en la sinergiaentrePAL y metamizol,ya queel tratamientoconjuntode CTP y metamizol

provocaunadisminuciónenel I.P. inferior a la que induceel tratamientode CTP.

Por otra parte, el 1.1’. del grupo control presentadiferenciasestadísticamente

significativas,respectoal I.P. del grupoSPN2+ CTP -13,42+ 3,41-,y porsupuesto,frente

al I.P. delgrupoexperimentalCTP + PAL -7,75+ 5,39-,ambasparaunnivel de confianzadel

5%.Aún más, los gruposCTP + PAL, SPN2+ CTP presentandiferenciassignificativaspara

el nivel de confianzaestablecido.

Se confirma el efecto adyuvantedel extractobruto de saponinasque potenciala

actividad inmunomoduladoradel extracto CTP, asimismo, mereceespecialmención el

sinergismode PAL y CTP patentepor la ínfima entidadde laslesionesvaloradasenel lote.

Enun experienciaindependiente,sepretendeverificarel efectodeCTPy delsinergismo

CTP + PAL , enunacepaderatóncomoBALB/c mássusceptiblea lainitécciónexperimental
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de 71 vaginalis. Se hamantenidolaspautasde tratamientoy dosisempleadasen los ensayos

precedentes.

Segúnsedespr~.~Aa‘~ h evaluaciónde la necropsiarealizadaalos ratonesBALB/c,

el 1. P. del lote control -60,891 3,02-muestradiferenciassignificativasrespectoal LP. del

grupoCTP (20 mg/Kg/10días)-50,00+ 3,40-,y porsupuesto,‘Jet IP. del lote experimental

CTP (20 mg/Kg/lO días)+ PAL (20 mg/Kg/lO días)-48,00±2,82-,ambosparaun nivel de

confianzadel 5%. Los I.P. de los lotescon CTP y CTP + PAT. en este caso, no muestran

diferenciassignificativas.

~ainmunornodulac~on del extracto CTP~emuc~,. a iiIt-i¡U= ~ en la ineecióndc

la cepaBALB/c, quizásporsu mayor sensibilidada la infecciónpor 71 vagina/ls,o bien,por

la elevadavirulenciadel lote de parásitosinoculados,segúnsedesprendedelI.P. lote control.

272



EXPERIENCIAS Y RESULTADOS

TABLA 4.91. Valoración paramétricadel ensayo de inmunomodulación
mg/Kg/día) Y CTP±METAMIZOL (274,98 mg/Kg/día) en
patogeniaexperimentalde 7’. vagina/ls.

de CTP (20
el modelo de

IP.

-
28
24
28
32
32
32
34
26
34

29,78

CONTROL M. L.A. P. RIPIE. H~. H(D>.

RATÓN 1 - - - - - -
2 0 0 8 6 6 8
3 0 0 6 10 6 2
4 0 0 8 8 8 4
5 0 0 10 6 8 6
6 0 0 10 8 8 6
7 0 0 10 10 8 4
8 0 0 10 10 8 6
9 0 O 6 10 6 4

10 0 0 8 10 8 8

MEDIA 0,00 0,00 8,44 8,50 7,33 5,33

DE. 0,00 0,00 1,67 1,77 1,00 2,00 3,53

CTP. MET M. LA. P. B./P./E. HO’). H(D>. IP.

-RATÓN 1 0 0 10 8 6 8-
2 O 0 6 6 - 4 2
3 0 0 8 8 8 8
4 0 0 6 4 - O 0
5 0 0 8 12 6 - 0
6 0 0 4 8 8 - 4
7 0 0 10 8 . 2 8

- 8 0 - 0 4 12 - 2 2
9 0 0 4 4 2 2

-‘10 0 0 10 8 -2 2’

32 -
18
32
10
26-
24
28
20
12
22

MEDIA 0,00 0,00 6,67 7.78 - 4,22 3,78 - 22,44

D E 0,00 0,00 2,45 2.91 2,91 - - 3,38

-CTP2O . M. LA. P. RS/E. .‘ HO’) H(D) ‘LP.’ -y

RATÓN 1.0 0 4 - 4 2 - 2
w2~ 0 0 6 6 - 4 ‘2’

3 0 0 8 6 8 4-
4 0 0 .8 6 -6 6

y. ‘‘ . 5
‘6’ 0 8 6 2 2

,<, .0 0.’ 0 0 - .2. . ‘‘40. 0 - 4 4 ‘‘ 4. 4’
8 0. 0 6 4 - 4. 4
~, 0 0 8 4- 2’ - 2

10 W 0’ 6 6 .0 0

12’
“18-

‘24
26

.18
616<-

‘-18
16
12

MEDIA - 0,00 - 0,00 5,80 4,60 3.20. - 3,00 18,83

DE 0,00 - 0,00 2,57 1,90 1,93 - 1,70 5,82
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TABLA 4.92. Valoración paramétricadel ensayode inmunomodulación de CTP + PAL (20
mg/Kg/día) Y CTP + SPN2 (200 mg/Kg/día) en el modelo de patogenia
experimental de 71 vaginalis.

CONTROL M. LA. P. RIP/E. HO’). H(D>. IP.

RATÓN 1
2
3
4
5
6
7
8
9

.10

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

1
1
1
1
10
8

10
6
-
-

12
&
lO
lO
8
6

12
10
-
-

-
-
-
-
-
-
-
-
-

-
-
-
-
-
-
-
-
-

26
28
28
26
32
26
33
32

MEDIA 0,00 0,00 700 9,75 4,75 675 28,25

DE. 0,00 0,00 239 167 149 1,49 2,25

CTP+SPN2 M LA RIPIE 1-1(V) H(D) IP.

RATONIl
2
3
4

~5
6
7

-8
9

10

0
0
0
0
0
0’
0
0
-
-

-

--

0
0
0
0
0
0.
0
0
-‘
-

,

.

.

.

.

.

.

.

.
.
.

. -
-‘
8
&
6

‘4
0
4
-

‘ - ‘

-

-

4-~-~

2 -
4
0 .
2
2 - ‘ ‘
0
-
- -

0

0
0’
0

.4
2
4
-
-

-

12

16
18-
12,
12
8
18
-
-

MEDIA 0,00 0,00 4,57 4,86 2,00 2,06 13~O

DE
‘E

0,00 0,00. 2,23 2,79 - 1,63 1,63 3.41

~.CTPfryPAL y’ M LA. P “ y BiPIE’yy’~’-” HO’) y... ~ IP
R.. <tV~Z-4t<j¿ -y -ry~,.y.7 ti ,k.P. “<y...
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TABLA 4.93.Valoraciónparamétricadel ensayode inmunomodulaciónde CTP + PAL (20
mg/Kg/día)y CTP (20 mg/Kg/día)enel modelodepatogeniaexperimentalde
t. vaginalis(RATON BALB/c).

M. L.A. P. RIPIE. HO’). H(D). IP.

32 0 10 10 4 6 62
32 2 10 12 2 6 64
32 2 10 10 2 4 83
32 4 8 8 4 6 82
26 0 & 8 6 8 58
26 2 10 10 6 6 83
26 2 10 12 4 4 66
26 2 10 10 8 lO 66
20 0 10 12 8 10 83
- - . - - - -

28,00 1,56 9,56 10,22 4,89 6,67 83,89

CONTROL

RATÓN 1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

MEDIA

D.F. 4,24 1,33 0.88 1,56 2,26 2,24 3,02

CTP 20 M. - LA. P. BlP/E. HO’). H(D>. IP.

RATÓN 1
2
3

- 4
5
6
7
8
9

.10

32 0 10 4’ 0. 0. 48
32 0 10 8 2 0 52
32 2 10 6 0 0 83
32 0 10 8 O 0 83
32 2 10 10 2 0 58
32 0 10 10 0 0 52
32 0 10 6 2 0. 83
32 0 10 6 2 2 52
32 0 10 6 0 0 ‘48
26 . O . 10 8 0 0 44

MEDIA 31,40 0.40 10.00 7,20 0,80 0,20 83,00

DE. 1,90 0,84 0,00 1,93 .1,03 0,63 3,4)

CTP.’PAL2O M LA P RIP/E HO’> H<D> IP.

RATÓN 1’
2
3.
4
5
6
7
8
9

10

38. 0 10 0’ 0’ 48
38. 0 8 0 .0 0 46
38 0 10 . 0: 0 , - 0 48

.38’ . 0. 10 0 ‘0 0 48
38- 0 ‘ 10 4 , 0 ‘.0 52
38 0 8 0,. 0.
32 - 0 10 4 0 4 83

-32. 0 10 0’ 2 4 -48
32 - 0 10 0’ wO. 0 42
- - - - “ . -

MEDIA
y —

D.F.

36,00 . 0,00 9.56 1,33 0,22 0,89 48,00

3,00 0,00 0,68 2,00 0,67 1,76 2,83
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TABLA 4.34. Sinopsisdel índice de patogeniay significaciónestadísticaparael ensayode
inmunomodulaciónde CTP (20 mg/Kg/día), CTP+MET (274,98mg/Kg/día)
enel modelode patogeniaexperimentalde 7’. vagina/ls.

U MANN-WHITNEYÍNDICE DE
PATOGENIA Jj -____________

~±D.E. CONTROL 1 CTP CTP+MET ¡

CONTROL
29,77+ 3,53 -

CTP 20
16,60+ 5,82 2,0 (p-<0,Ol)

CTP + MET
22,44+ 8,05 17,0 (p’<O,O5) 26,5 (p>0,OS)

TABLA 4.95. Sinopsisdelindice depatogeniay significaciónestadísticaparael ensayode
inmunomodulaciónde CTP + PAL (20 mg/Kg/día), CTP + SPN2 (200
mg/Kg/día)enel modelodepatogeniaexperimentalde 7’. vagina/ls.

ÍNDICE DE 11 U MANN-WHITNEY
PATOGENIA jj_____________

s~ ~ D.E. CONTROL 1 CTP±SAPONINA¡ CTP + PAL

CONTROL
28,25±2,25

CTP+SAPONINA
13,42+ 3,41 0,0 (p<0,Ol)

CTP + PAL
7,75 + 5,39 0,0 (p’c0,01) 10,5 (p<O,OS)
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TABLA 4.96. Sinopsisdel indice de patogeniay significaciónestadísticaparael ensayode
lnn-1-Lrnomodulacionde CTP(20 mg/Kg/día),C’I’l> + PAL (20mg/Kg/día) Enel
modelode patogeniaexperimentalde 71 vaginalis(RATÓN: BALB/c).

INDICE DE U MANN-WHITNEY
PATOGENIA ji_____________

+ D.E. CONTROL ¡ CTPpre ¡ CTP + PAL ¡

CONTROL
60,89+ 3,02 -

CTP
50,00+ 3,40 0,5 (p<O,Ol)

CTP + PAl.
48,00+ 2,83 0,0 (p<0,O1) 28,0 (p>O,O5)
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4.5.3. Evaluaciónserológicadeltipo de respuestainmunitariafrentea Trichomonas

vaginalisenel modelomurinodeinfección intraperitoneal.

Adicionalmentea lanecropsia,de entrelasexperienciasmássignificativasenratones

BALB/c, sehanrecolectadosueros,extraídosporlatécnicadeNóller, paraintentaresclarecer

el tipo de respuestainmunitariamurinafrentea la infecciónintraperitonealde T. vaginalis.

Si en unaprimera etapa,la evaluaciónde las lesionesy la mortalidadpermite una

aproximaciónal conocimientode la patogenia;enestasegunda,parainvestigarla actividad

potencialde losextractosvegetalesinmunomoduladoresesprecisoprofundizarenla respuesta

inmunológicaquese estableceenel modeloparasitario.

En estesentido, se han realizado determinacionesserológicasde las subclasesde

inmunoglobulinasG (GI,G28,G2b,03),con la intención de establecerel tipo de respuesta

Th1/Th2quecontrolala inlécciónexperimentaldelparásito.Para,posteriormente,desarrollar

mediante un kit de ELISA indirecto (ENDOGEN, Inc., Cambridge MA, U.S.A.)

determinacionesséricasde los nivelesde interleucina-4(IL-4) e interferón-gamma(IFN-y) a

lo largodeltiempo de experimentación.

4.5.3.1 Determinaciónsérica medianteELISA indirecto de las subclasesde

unmunoglobulinaCi (IgO) inducidasenel modelodeinmunomodulaciónde

Trichomonasvagina/ls.

Como ensayopreliminaral estudiode la dinámicaserológicade las citocinasen el

modeloparasitario,serealizaunaevaluaciónde las subclasesde IgG a lo largo delproceso

experimental.Se persigueestableceruna hipótesisdel tipo de respuestainmunológica

(Thl/Th2) queapoyase,o no, losresultadosqueseproducenenladeterminaciónde losniveles

ensuerode IL-4 e IFN-y. La valoraciónserealizamedianteunELISA indirecto,siendola

lecturade absorbanciaa X490nin.
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A continuación,en la Tabla 4.97. se indica la evoluciónde las inmunoglobulinas

(IgG-f-IgM e IgG) y las subclasesde la inmunoglobulina(1 (1g01, IgG28,IgG2~ eIgG3) enel

modelo de inmunomodulaciónde 7’. vagina/lsa lo largo del periodo experimental.Los

resultadosexpresanel valormedio (si) y la desviaciónestándar(D.E.) de la densidadóptica

(DO~-DO3obtenidade 7 determinacionesindependientesporduplicado,segúnsedefineenla

propiatabla.

Másadelante,laGráfica4.47. recogela evolucióntemporaldelas subclasesdeIgG a

lo largode 5 semanas,aúncuando,el tramocrítico demayorinterésselimita al periodode

observaciónde laslesionesy lamortalidad(2 semanas),recogidoenun recuadroampliadoen

la misma.
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4.5.3.2. Determinación sérica mediante ELISA indirecto de las citocinas

interferón-gamma(IFN-y) e interleucina-4(IL-4).

La elucidaciónde la respuestammunomoduladorade los extractosvegetalesPAL

y CTP enel modeloexperimentalde 7’. vagina/ls;hastael momento,havenidodeterminada

porlaevaluacióndiferencialde laslesionescaracterísticasdela infecciónintraperitonealdel

flageladoen la cepamurinaseleccionada.

En orden a estableceruna evidencia molecular directa de la actividad

inmunomoduladorade los extractos,seha realizadola valoraciónporELISA indirecto de

las citocinasinterferón-y(IFN-y) e interleucina-4(IL-4).

Si de unaparte,IFN-y es un marcadorespecíficode la respuestamediadapor

linfocitos Thl, y de otra,la IL-4 esun marcadoralternativode lasrespuestasmediadaspor

linfocitosTh2;ambasdeterminacionespermitencaracterizareltipode respuestainmunitaria

preponderanteenel modelo experimentalde 71 vaginalis libre de tratamiento.Asimismo,

severíficalamodulaciónde lascitocinastrasuntratamientode 10 díasprevioa la infección

(-10,0)con los extractosvegetalesPAL y CTP. La comparaciónentreel lote no tratado

(CONTROL) y los tratados(PAL, CTP, PAL+CTP) permitirá establecerel efecto

unmunomoduladorde los extractossobrelarespuestainmunemurma,enparticular,sobre

las citocinasquecoordinanel balancede las respuestasThl/Th2.

En cuantoa los resultados,seobservaun incrementomuy significativode IFN-y

sérico en el lote CONTROL tras la infección que alcanzasu máximo el día +10

postinfección (6824,935 pg/ml) y que posteriormentedisminuye hasta recuperar,

aproximadamente,los niveles basales(870,011pg/ml). Tanto el tratamientode PAL

(357,719pg/ml eneldía±10p.i.) comode CTP(647,967pg/ml enel día+10p.i.) modulan

negativamentelos nivelesséricosdeIFN-y respectoal CONTROLestablecido.Asimismo,

el tratamientosinérgicodePAL+CTPproduceun descensoen laproduccióndeIFN-y que

alcanzaunmáximorelativode 1770pg/mlel díaOparaalcanzarnivelesbasaleseldía15 p.i.
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No obstante,los perfilesde lascitocinaspresentandinámicasmuydiferentes,sibien

el lote tratadoconPAL desdeel nivel basal(870,011pg/ml eneldía-5p.i.) desciendehasta

178,937pg/ml el díade la inoculaciónde la infección,paraposteriormentemantenerseen

357,719 pg/ml el día +10p.i.; por contra,el lote tratadocon CTP desdeel nivel basal

(880,325pg/ml en el día-5 p.i.) asciendeligeramentehasta1770,805pg/ml el día de

inoculaciónde 7’. vaginalisparadescenderprogresivamentehasta127,365pg/ml eldía+15

p.1.

De otra parte, en el ensayode determinaciónséricade IL-4 se presentaun

incrementodelainterleucinaenel lote CONTROL,quetraslainfecciónalcanzasumáximo

eldía+10postiufección(42,540pg/ml) y que,posteriormente,disminuyehastalos niveles

basales(19,7lOpg/ml).Enestecaso,eltrataniientodePAL anticipael máximonivel de IL-

4 (45,510pg/ml) eneldía+5 pI., aunque,independientementedeldesfase,ladinámicade

lasconcentracionesseaidénticaconla mostradaporellote CONTROL.Porsuparte,ellote

tratadoconCTPmuestraunabruptoincrementode IL-4 quealcanzasumáximaexpresión

eldíade la inoculacióndelparásitoy quedisminuyepaulatinamenteamedidaqueprogresa

el tiempodeobservaciónexperimental.

Ambosextractosparecen,pues,anticiparla presenciadelmáximonivel de IL-4 en

el suerode los ratonesBALB/c infectadoscon 71. vaginalis, aunqueno seancapacesde

incrementarlorespectoal lote CONTROL. Siendo el extractoCTP quien manifiestaun

comportamientoinmunomoduladormás aparente,que llega a alcanzar la máxima

concentraciónde IL-4 sérica,al menos,10 díasantesquesulote CONTROLestablecido.

El tratamientoconPAL + CTP, enunaprimeraetapa,favorecequelaproduccióndeIL-4

sigael patróndeltratamientoconCTP (hastaeldía0).Posteriormente,la dinámica,aunque

conincrementoen lasconcentracionesde IL-4, mantieneel perfil del tratamientoconPAL.

De formapormenorizada,se presentana continuación,las tablasy gráficasde las

evolucionesdelasconcentracionesde IFN-y eIL-4 enlos lotesCONTROLy tratadoscon

PAL, CTP y PAL+CTPenel modelo de inmunomodulaciónde Trichoinonasvaginalis.

283

























DISCUSIÓN





DISCUSIÓN

5.- DISCUSIóN

5.1. CRIBADO FARMACOLÓGICO IN VITRO

5.1.1. Sobreel cribadofarmacológicoin vitro frentea 71 vagina/ls

Trichomonas vaginalis es un arquetípico modelo experimentalen el cribado

farmacológicoantiprotozoósicode organismosdemetabolismoanaerobio.Lascaracterísticas

delflagelado,quetieneun ciclobiológicomuycorto(máximocrecimientoentre24 y 48 horas),

sin formasde resistencia(quistes),laescasadificultadqueconilevasucultivo (medioDiamond

modificado)y el nulo riesgoparael experimentadorquemanipularazonablementelos cultivos,

permitenel diseñode un ensayofarmacológicoprimario rápido,económicoy fiable, que son

cualidadesfirndamentalesen la valoraciónbiológica de potencialesprincipios activos (de

síntesiso naturales)frenteaagentesinfecciosos(parásitos).

La técnicautilizadaen nuestrolaboratorio,dondese evalúanproductosde síntesiso

extractosvegetalescomo antiprotozoósicos,sigueel métodopropuestoporHowes(1969),

salvoquelos productosa ensayarseadicionan6 horasdespuésdela resiembra,momentoen

el que se inicia el crecimiento logarítmico, y que permite observar y registrar

independentementela actividad citocida y citostática(Herrero et aL, 1992). Para ello,

calculamoselíndice de crecimiento(IC) en cadalote ensayado,incluido los controles.EsteIC

esel cocienteentreel n0 de tricomonádidosal final del periodode incubación(24 o 48 horas)

y el n0 existenteen lahoraO (o de adicióndel potencialfármaco).Cuandoel IC esmayorque

uno (IC>l), secalculael porcentajede actividadcitostática(%AC) paralos productosde

síntesiso el porcentajede crecimiento(%C) paralos productosnaturales,estoseexplica

porquelos extractosvegetales,conrelativafrecuencia,no sólono inhibenel crecimientodelos

protozoossino quelo fijvorecenprobablementeporla presenciade azúcareso lípidosqueson

utilizados.pqmoIli4rn¶ SMd~W,~1\i os.

Ambos índi
99s se~~p~pqpéproporciónse inhibe la 4~y¡sión de los flageladosen

presenciadel productQ.~ ~ W es menorque uno (lUcí), el ~¶rámetro establecidoesel
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porcentajedereducción(%R)y expresaenquéproporciónlapresenciadelcompuestoescapaz

de eliminarlos trícomonádidospresentesen el inóculo inicial.

Desdeel puntodevistade la síntesis,los métodosclásicosparala búsquedadenuevos

compuestosquímicos útiles en la terapéuticaantiprotozoósicason tres: la aproximación

empírica,racionaly selectiva.

El cribadoempíricorecogela evaluaciónde la actividadbiológicade un grannúmero

de compuestossin antecedentesde la actividadbuscada.El éxito evidentede estemétodo

radicaen la cantidadde productosquese sometenal ensayoque, por tanto, debeserlo más

sencilloy rápidoposibleen estaetapainicial.

La aproximaciónracionalpartedeunconocimientoexhaustivode la biologíamolecular

delparásito,o al menos,delas rutasmetabólicasquepuedenserbloqueadassin perjuiciopara

el hospedador;el cualeludeel dañoporunatoxicidaddiferencial(cualitativa o cuantitativa)

en relaciónadichoproceso.En contradel métodoracionalse argumentala limitación quela

selección de una dianaprovoca, respectoal conjunto de procesosbioquímicos que,

potencialmente, podrían señalarsecomo objetivos diferenciales (parásito/hospedador).

Llegándoseaseñalarque,si/aaproximaciónraciona/esirrestible y/a empíricahumíl/ante,

éstaú/tima esprovechosay /a primera infructuosa(Campbell, 1983, citado por Martínez

Grueiro, 1987).

Finalmente,la aproximaciónselectivasurgede la cooperacióndel cribadoempíricoy

racional,porcuantolas observacionesempíricassonutilizadasparaincrementarla actividad

o reducir la toxicidad de los compuestosquímicos en los que se ha detectadoactividad

farmacológica.

En esteáreasepuedecircunscribir,habitualmente,nuestrotrabajo,ya que partiendo

de un compuestoque seha mostradoactivo (cabezade serie),seplanteala síntesisde otros

nuevos,introduciendomúltiplesmodificaciones(análogosestructurales).
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Si, habitualmente,nuestraaportaciónenla búsquedadenuevosagentesquimioterápicos

se hacentradoen la aplicaciónde modelosde cribadoempíricoy selectivo,en el fUturo, el

apoyoal métododeaproximaciónracional,deberáserun objetivo prioritario. En cualquier

caso,mientrasel fUturo nosalcanza,sepresentala evaluaciónfarmacológicaselectivadetres

seriesde productosde síntesisconpotencialactividadantiprotozoósica.

5.1.2. Sobrela actividadantiprotozoósicade los compuestosde síntesisensayados

5.1.2.1.Actividad de los derivadosdetetrahidro-2H-l,3,5-tiadiazin-2-tionas.

Esta serie incluye derivadoscon demostradaactividadantibacteriana,antifUngica,

antivíricay antihelminticacomoprofármacos(Ertaneta!, 1992).La actividadantimicrobiana

de estoscompuestospareceresidirenlos ácidosisotiociánicoy ditiocarbámico,queseforman

porhidrólisis del anillo de las tiadiazinasdisustituidas.En virtud de la situacióndescrita,se

sintetizaronnuevoscompuesfos(Suárezeta!, 1996;Pérezeta!, 1997)conposibleactividad

antiprotozoósica,probablemente,relacionadacon la inhibición de cistein-proteinasas.

La presenciade cistein-proteinasasha sido detectadaen la mayoríade los gruposde

protozoos parásitos. Una nueva aproximación en la investigación de fármacos

antiprotozoósicosesel diseñode profármacosquepudieraninactivarla cistein-proteinasadel

parásito(Northeta!, 1990).Todavezquelainteracciónentreel isotiocianatoy la cisteinaha

quedadodemostrada(Goksoyr, 1964), los derivadosde tiadia.zinasdisustituidas parecen

constituirseen firmescandidatosparala inhibición de las proteinasas.

mecheeta! (1966)señalanquelanaturalezadel sustituyentede la posición3 in.fiuye

significativamentesobrela actividadantimicrobianay, además,los sustituyentesenla posición

5 promuevenuna mayor toxicidad. La actividad óptima se obtieneen compuestosque

presentangruposlipofilicos en la posición3 e hidrofilicos en la posición5.

En estecontextoy siguiendonuestrointerésen fármacosantiprotozoósicos(Atienza

etal., 1992),sehansintetizadoy ensayado34 nuevoscompuestosderivadosde tetrahidro-2H-
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l,3,5-tiadiazin-2-tionafrentea Ti vagina/lsy Trypanosomaerial. De unaparte,la presencia

en la posición5 delradicalcarboxialquildisminuyelatoxicidaddel compuestofrenteacélulas

humanas(Ertaneta!, 1992),y de otra,en la posición3 seunen,alternativamente,4 tiposde

sustituyentesque modifican la naturalezade los derivadosde tiadizinas.Los radicales

implicadosson(a) ifirtbrilo (la:ln), (b) ciclohexilo (2a:L-2n),(c) pentacarboxil(3a:L-3n)y (d)

2-etanocarboxil(4a).

En cuantoala actividadfarmacológica,todoslos derivadosde tiadiazinasensayados,

exceptoL- le,muestranunamuyimportantepropiedadtricomonicida,oscilandosusactividades

entreel 93%y el 100%a 100 ng/ml. Los compuestosD-lj y lm mantienensu eficaciaa 10

~ig/mlconporcentajesde reducción(%R) del 100%y 94%respectivamente,paratambiénlm

(1 pg/ml) mantenerun porcentajedereduccióndel 59%,con un efectotricomonicidapróximo

al queproducemetronidazola0,1 ~ig/ml(%R=52%).Ademáslos compuestostiadiazínicos

tipo (b) y (c) muestranlevesactividadescitostáticasaambasdosis(10 y 1 ~tg/m1).

La naturalezade los sustituyentesen la posición 3 y 5 no introduce importantes

diferenciasen la actividad tricomonicida(% reducción)de las seriesestudiadas,ya que la

mayoríade los compuestospierdesu actividadtricomonicidaa 10 pg/ml; estehechoparece

indicar que,el carácterde los sustituyentesde la posición3 ensayados,no influye demasiado

en laactividadtricomonicidain vitro. Conrespectoa la esteroisomeriade loscompuestos,D-1]

(C.M.C. =10 pg/ml) fbe mástricomonicidaqueL-íj (C.M.C. =100 ~ig/ml).

Ningunode los compuestosresultamásactivo quemetronidazol.

Sedebeseñalarquetodosloscompuestosmuestranunaaltaactividadtripanocidaa100

pg/ml con un rango de reducciónentreel 95-100%,con la sola excepciónde L-le y 3h

(%R=83,00y 89,00 respectivamente).La concentraciónmínima citocida (C.M.C.) de la

mayoríade los compuestosesmenoro igual a 10 pg/ml; muchomenorquela producidapor

nifiirtimox (10-100gg/ml).
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Paraconcluir, sehaprobadola actividadcitotóxicade la mayoríade estosproductos

sobrecélulasHeLa (Pérezeta!, 1997) y, en general,muestranunafUerte toxicidad.Los

derivadostiadiazinicostipo (a) tienenunaconcentracióninhibitoria (C150)menorde 5 ~.igImI,

lo quedaunaideadelafUertetoxicidadinespecífica.Enlos (b) la C150es,generalmente,mayor

de 10 gglml, convaloressuperiorese inferioresmuypróximosaestaconcentración.Enel caso

de los derivadostipo (c) esel 3m el de mayortoxicidadinespecífica,el resto de los valores

tienenunaC150cercanaa 10 ¡.tg/ml. El producto3p esmuy tóxico, sisepruebaenel momento

dela disolucióndel producto,perocon el tiempopierdepartede su actividad(Muelas,1998).

No obstante,puesto que han demostradoser citotóxicos sobre lineas celulares

tumorales,su actividadcomoposiblesanticancerososno ha sido descartada(Ochoa,1998).

5.1.2.2.Actividad de la serie CP -tieno(2,í)benzotiazepinas5,5-dióxidos y

dibenzo(c,Otiazepinas5, S-dióxidos-.

Las benzotiazepinas,clásicamente,sehanidentificadocon compuestosbloqueadores

de canalesdeCa
2” (claseIII) y seprescribenparael tratamientodetrastornoscardiovasculares,

comolaanginade pecho,lahipertensión,la arritmia,entreotrosusos.El mecanismodeacción

pareceserla interaccióncon la glicoproteinadelcanal.Esmuy probablequela eficaciacomo

antihipertensoresdelos bloqueantesde los canalesdeCa2~sedebaasu capacidadnatriurética

(eliminaciónde Na”) (Avendaño,1994).

No obstante,el ensayocomo antiprotozoósicosno pareceobedecera ningúncriterio

apriori relacionadocon su estructura,al menos,segúnla informacióndeque disponemos.

En cualquiercaso,su analogíaestructuralcon las fenotiazinas(Chanel a!, 1998),

inhibidoresclásicosde latripanotiónreductasa,leshacenbuenoscandidatoscomopotenciales

agentestripanocidas.

En el cribadofarmacológicoantiprotozoósicofrente a 7’. vagina/ls de la serie CP

destacandoscompuestos:CP-20conunporcentajede reduccióndel IOO0/o (100pg/ml) y una
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actividadcitostáticaentre20-40%(10pg/ml), y CP-216 quepresentaasimismoun porcentaje

dereduccióndel 100%(lOO pg/ml) y unaactividadcitostáticaqueoscilaentreel 60 y 30%(10

jxg/ml) en los recuentosa24 y 48 horas,respectivamente.

Además,los productosCP-l, CP-5, CP-7,CP-47,CP-169y CP-237presentanuna

actividadcitostáticasuperioral 50%tantoa24 comoa48 horas.Ningún significadoespecial

merecenlos porcentajesde reduccióna 48 horasde los productosCP-l y CP-5 que son

debidosa los bajosíndicesde los testigos.

5.1.2.3. Actividad de la seriede las aminasacomplejadascon Cu2~.

Los compuestos6-ACA y D-ASPA tienenuna actividadcitocidapróxima al ‘100%

tantoa24 horascomo 48 horasparalas concentraciones100 y 10 ~Íg/ml,presentandopara1

~±g/mlporcentajesde actividad citostática inferiores al 50%. El resto de las aminas

acomplejadascon Cu2> (2-MB, T-2A.IB, T-DASPA y L-ALN) a 100 ~ig/mlmuestran

porcentajesde reducciónen torno al 100%, exceptoL-ASPA que, únicamente,alcgnzaun

2,56%.A la concentraciónintermedia(10~ig/ml),T-2AIB y 1-DASPAmuestranuna.actividad

citostáticaalrededordél85%.Mientrasque,L-ASPA, L-ALN y 2-AIB, presentanun 68%.La

inhibición del crecimiento para T-2AIB, T-DASPA, L-ASPA, L-ALN y 2-MB, a la

concentración de 1 gag/ml, desciende a niveles generalnicnte inferiores al 30%. -

¡¾ ~

‘y

Los compuestosderivadosde aminasacomplejadas’e&’Cú2~’bresentanciertaanalogía’;
‘y! i,

estructura]con derivadosde tiadiazinasy, quizás,iS$ít~ih~id~éies,lo’que parecehaber..~

determinadosu elecciónparalos ensayoscomopotencialesagentesantiprotozoósicos.

Por otra parte, es imprescindiblecontemplarotras alternativasen el desarrollo

farmacológico;ademásde los productosde síntesis,convienerecordarquelos productosde

origennaturalofrecenunavía alternativa.
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5.1.3. Cribado farmacológico antiprotozoósico de extractos vegetales

iberoamericanos

En el cribadofarmacológicode extractosvegetalesfrentea 71 vagina/ls,únicamente

CNL (Tablas4.33 y 4.34),procedentede las hojasde Neurolaena/obata, ha presentadoun

100%de actividadcitocidaal cabode 24horasparalaconcentraciónde 1 mg/mI; ademáspara

el ensayoa 0,5 mg/ml en 48 horasseproduceun porcentajede reducción(%R) del 90,14%.

No obstante,parala concentracióninferior ensayada(0,1 mg/mí), seobtieneuna actividad

citostática(%AC) próximaal 56% (%C2448:44,21-43,10),tantoa 24 como a48 horas.

El extractoCNL, seha ensayadofrentea formasepimastigotesde 7’. cruzí en nuestro

laboratorio,con porcentajesdeactividadtripanocidadel 95%a 1 y 0,5 mg/ml.

Estosresultadossoncoherentescon los presentadosporCáceresy otros(1998),con

otro extractode la misma planta;asimismoBergery colaboradores(1998)coincidenen la

observaciónde la actividadcitocidafrentea Ti. cruzí.

El análisisfitoquimico delextractorealizadoporVillar y colaboradores(1997)destaca

la presenciade flavonoidescomopotencialesagentesde la actividadtripanocida.CNL es,sin

duda,el extractovegetalmásprometedorcomoagenteantiprotozoósico,de cuantossehayan

ensayadoen nuestrolaboratorioen los dosmodelos: Ti vaginalisy 71 cruzi.

Por su parte,los extractosSCP y CBT (Tablas4.9 y 4.10) manifiestanactividades

citostáticasentreel 60%(%C2448:37,99-45,62)y 70%(%C48:32,51)respectivamente,parala

concentraciónde 1 mg/ml.

A continuación,el extractoCMC deMikaniacordWolia(Tablas4.9 y 4.10)muestra

una actividadcitostáticaque ronda el 40% a las concentracionesde 1 (%C:54,l0), 0,5

(%C:66;12)y 0,1 mg/ml (‘/oC:54,20)a 24-horas,quese mantieneala mayorconcentraciónal

cabode 48 horas..Los prometedoresresultadoscondujeronal fraccionamientode esteúltimo

extracto, en aras de purificar el principio activo presenteen el extractobruto. De los
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subextractosseleccionadospor el método de solventesque serecogeen MATERIAL Y

METODOS, las fraccionesCMC-B (f metanólica)y CMC-C (E butanólica)(Tablas4.12 y

4.14)presentanunaactividadcitostáticaa 1 mg/ml del 75%y quesemantieneal 74,27%para

CMC-C (0,5mg/mí),peroquedesciendeal 66,12%paraCMC-B (0,5 mg/mi)en lasprimeras

24 horas.Posteriormente,CMC-B pierdesu actividadcitostáticaa 48 horasmientrasque

CMC-C mantienea 1 mg/miunaactividadcitostáticadel 64,74%y 42,75%a0,5 mg/ml. Por

contra,lasfraccionesCMC-A y CMC-D carecende actividadtricomonicida.

Finalmente,mereceespecialmenciónel extractoPPNde Scutiabuxifo/la(Tabla4.17)

quepresentaunaactividadcitostáticadel 48,88%en lasprimeras24 horasde contacto,para

mitigarsemástarde.

Tambiéndestacael extractoCSM (Tabla4.22) que en el recuentoa48 horasparece

manifestarciertaactividadcitostática,que oscilaentreel 38,72%a 1 mg/ml y 66,02%a 0,1

mg/mí; estacircunstanciaes un tanto inusual pero perfectamenteexplicable ya que, en

ocasiones,cuantomenores la concentración,obviamentehastacierto punto, mejor es la

disolucióndelextractoy portantola disponibilidaddelprincipio activo seve reforzada;o bien,

el efectoobservadoesfruto de la faltade sincronizaciónde los cultivostrasla dispensaciónde

dichoextractoquepuedeactuarmeramentecomounafrenteadicionalde nutrientes.Además

convieneseñalarque de las fraccionesdel extractoAPB cribadasfrentea Ti. vagina/ls, sólo

APB-C (f. butanólica)(Tablas4.23y 4.24)presentaunaactividadcitostáticasostenidaal cabo

de 48 horasen torno al 45%para1 mg/mi, 40%para0,5 mg/ml y 20%para0,1 mg/ml. Por

último y porello no menosimportante,el extractoMMI (Tablas4.33y 4.34),cuyaactividad

citostática,cercanaal 40%a24 horas,aumentadeformaespectacularal cabode48 horaspara

alcanzarun 85%alamayorconcentraciónensayada(1 mg/mí). Aún más,al cabode 48 horas

persisteuna actividadinhibidoradel crecimientode los flageladosdel 20%ala concentración

de 0,1 mg/ml.

El restode los extractosensayadosen el modelo de cribadofarmacológicoin vitro,

frentea 71 vagina/ls,manifiestanactividadescitostáticasinferioresal 40%,carentesde interés

parala consecuciónde uno de nuestrosobjetivosprioritarios, cualesla búsquedade nuevos
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principiosvegetalesde naturalezaantiprotozoósica.

Porotraparte,los porcentajesde crecimientoestablecidosporalgunosextractos,que

superande maneramuy significativa el máximo crecimiento de los cultivos no tratados

(testigos),nosdebeninvitar a la reflexión sobreposiblesactividadesbiológicasqueexpliquen

fehacientementeestosresultados.

Enestesentido,podemosdestacarel extractoPAL dePo/ypodium/eucotomos(Tablas

4.31 y 4.32)que en un modelode linfoproliferación(Sempere,1996)ha confirmadocierta

capacidadmoduladorade la división celular, coincidiendocon porcentajesde crecimiento

superioresa los de los cultivos controlen nuestromodelode cribado.

No obstante,paraotros extractoscomo CTD, CGV (Tablas4.19 y 4.20), SCP-Cy

SCP-D(Tablas4.26 y 4.28)no se han señaladopropiedadesmoduladorasdel crecimiento

celular, a pesarde los elevadosíndicesde crecimientoque acreditanen los ensayosde

farmacologíaexperimentalrealizados.Por lo que habráque aceptarla posibilidad de que

algunos extractos actúen como suplementosnutricionales de los medios de cultivo

exclusivamente.Además,los cultivos deflageladostratadosconel extractoCTP(Tablas4.33

y 4.34),que ha demostradoatesorarcierta actividadmoduladorade la proliferacióncelular,

presentaníndicesde crecimientoen el cribadofarmacológicoanálogosa los quepresentanlos

controles, por lo que parece arriesgadoestablecerconclusionesajenasa la actividad

antiprotozoósicacon los parámetrosdel cribadofarmacológicoiii vitro.
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5.2. MODELO DE PATOGENIA EXPERIMENTAL DE T vagina/ls

Uno de los desaflosmássugerentes,quepresentala investigaciónen 71 vagina/ls,es

averiguarlarazónde la altavariabilidadexistenteenlapatogeniamostradatantoclínica como

experimentalmente.

La caracterizaciónde la heterogeneidadintraespecíficade nuestromodelo puede

efectuarsea travésdel estudiodel perfil biológico de aislamientosde diferentegrado de

patogenia.Al abordarestetrabajo,noshemosplanteadola revisiónde un modelomurinode

infección experimental,que nos permitadisponerde un métodofiable de evaluaciónde la

patogenia,como criterio de catalogaciónde los aislamientosnaturales.

Tal modelo permite, de una parte, conocerla capacidadde infección del parásito

expresadamedianteun indice de patogenia,obtenidode la necropsiay la valoraciónde las

lesionescaracterísticas,asícomoconocerla susceptibilidada la infecciónde distintascepasde

ratón.Deotraparte,y unavez seleccionadaslas condicionesy cepade ratónmásidóneas,el

modeloestáen disposiciónde serutilizado parael cribadofarmacológicoin vivo.

El fUndamentode la técnicaradicaen la inoculaciónintraperitonealde Ti vagina/ls en

ratón y la subsecuenteobservaciónde las lesionesproducidas.Cabepues, inicialmente,

plantearsela convenienciade la vía de inoculación.La elecciónde dichavía seapoyaen los

trabajosclásicosde patogenia(Reardoneta!, 1961;Teras& Roigas,1966 y Cavier, 1972).

Ademásde la experienciamáspróxima de Toyos (1974),de quien serecogeel métodode

valoraciónde la necropsiay cuyaoptimizaciónesuno de nuestrosobjetivos.La sencillezde

la técnica,apesarde quela localizacióndel parásitodifiere de la habitualen las infecciones

naturales,permitesu aplicaciónenel cribadofarmacológicode rutina.El ensayoseinicia con

la concentracióny posteriorinoculaciónde unacepavirulentade 71 vagina/lsen un lote de

ratones;para,a continuación,realizarel tratamientocon potencialesfármacosy observarlos

cambiosen el porcentajede mortalidado indice de patogeniacomparadocon los de los

controlesno tratados.
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En cuantoa las víasalternativas,la infecciónsubcutáneaha sido uno de los modelos

desarrolladosconmáséxito. SiendosuscritoporHonigberg(1961>,Frosty Honigberg(1962),

Kuldaeta! (1974)y Honigbergeta! (1984).

Bajo condicionescontroladas,el porcentajede crecimientode la lesióny la duración

de la faseprogresivade su desarrolloescaracterísticode la cepatomada. En consecuencia,

el volumende la lesiónpuedeserutilizado paraestimarla virulenciade unacepa.

Sin embargo,la ausenciade periciaen la mediciónde laslesiones,la muestrarequerida

(dadoqueseprecisala valoraciónde 30 abscesosintactos,paraobtenerdatosreproducibles);

ademásde la frecuenterupturadel absceso,sonentreotros, los factoresquedesaconsejaron

el empleode dichavía.

Por otro lado, la alternativade la infección experimentalintravaginal presentael

alicientede la localizacióndel parásito,que essimilar a la observadaen la infecciónnatural.

No obstante,la necesidaddetratamientosprevioscon derivadosestrogénicosparainstaurar

adecuadamenteel parásito,larealizaciónde inoculacionesrepetidas(o bien,unadosissimple

conun inóculo muy elevado)e inclusoel variableporcentajede infección,entreel 15-100%

segúnel estudioy númerode animalesinoculados,hacenpocoprácticatal víade inoculación.

Enúltimo caso,estemétodolargoy laboriosodeberíaestarreservado,enelterrenodel cribado

farmacológico,al ensayode compuestosseleccionadospreviamentemedianteun procesomás

rápido.

El establecimientodelmodelomurinointraperitonealrequierela caracterizacióndelos

agentesqueparticipanen la interacciónparásito-hospedador.De unaparte,el parásitodebe

poseerun alto gradode infectividad,a tal efecto,se ha dispuestode la cepaC1-NJH de Ti

vagina/ls procedentede la ATCC (Maryland, U.S.A.). La elecciónde dicha estirpe, ha

supuestounacontribucióndecisivaparael desarrolloy la validacióndel modelo, siendomuy

aptaparalos estudiosdepatogeniaen ensayosintraperitonealesmurinos,segúnsudescripción

en el catálogode la ATCC y la bibliografia(Reardon,1961).
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Segúnlos datospublicadosporTeras& Roigas(1966), las cepasde bajavirulencia,

quecirculanenlanaturaleza,constituyenel 10%,segúnunamplio estudioepidemiológico.Las

cepasdealta y mediavirulenciasedividen a partesiguales,constituyendoel 90%restante.

Sin embargo,el descensoen la virulencia despuésdel mantenimientoen cultivos

axénicosdurantetiempoprolongado(Coombs, 1987),o tratamientoscon antibióticos(Ivey

& Hall, 1964;Ivey, 1975)justificanquecepasaisladasen nuestrolaboratorio,decierto grado

patogénicono seanútiles en estosensayosen el momentopresente,en coherenciacon los

resultadosobtenidosporLaan(1965)y Laany colaboradores(1966).Si biensehapropuesto

la inoculaciónintraperitonealen ratóncomo método para recuperarla patogenicidad,su

resultadoprácticonospareceincierto.Por tanto, la conservaciónen N2 líquido a -196
0C en

criovialesesel únicométodofiable, anuestrojuicio, parapreservarla patogeniacontrastada

deunaestirpe(Yaeger,1988).

Puestoquenosenfrentamosaun diseñoexperimentalquedebecontemplarnumerosas

variables,parecerecomendablequela revisiónseefectúeconunacepadereferenciacatalogada

como patógena(71 vagina/ls cepa Cl-NIH), la cual debemanipularseen condiciones

adecuadasparapreservarsu virulencia.

En cuantoa la cepade hospedador(ratón), en la descripcióndel modelo de Toyos

(1974)se omite la realizaciónde un estudioprevioparadeterminarla susceptibilidada la

infección.De formaintuitiva, se puededefinir dichasusceptibilidadcomola facilidadcon que

seestableceunainfecciónexperimentalenunacepade ratón,estoes,la capacidadde inducir

lesionesproductivasen órganoscaracterísticosoriginando focos necróticoso abscesos

tricomonádidos(Bogovsky& Teras,1958).Uno delos objetivosdeestaMemoriaesestudiar

la susceptibilidadmurinaa la cepade referencia.

Ennuestrocaso,seha contadoconcuatrocepasmurinas;dosno consanguíneas(CD- 1,

NMRI) y dosconsanguíneas(BALB/c y C57B1/íOJ).Los resultadosobtenidosrelativosala

susceptibilidaddel hospedadorsediscutenacontinuación.
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Los índicesde patogeniaregistradostrasla infecciónexperimentalintraperitonealson

muy similaresen las cepasno consanguíneasNMRI y CD-1, con un valor mediode 17,90y

17,88, respectivamente,no estimándosediferenciasestadísticamentesignificativas en las

pruebasen el intervalode 15 y 30 días.

Al utilizar lacepaconsanguíneaC57B1/10Jseobtieneun indice de patogenia,con un

valor medio de 19,40, relativamentesuperiora los índicesobtenidosen las pruebascon las

cepasno consanguíneas.Igualmenteno se observandiferenciassignificativas ¿ntre las

experienciasa 15 y 30 días.

Porúltimo, lavaloracióndela patogeniaen la otracepaconsanguíneaBALB/c muestra

un indice de patogeniamuy superior, con un valor medio de 39,25, en los periodosde

observaciónde15 y 30 días.Lo quenospermitepostularqueBALBIc,delasestirpesde ratón

probadas,poseela mayor susceptibilidada la cepapatógenaCI-NIH de Ti vaginalis. Los

resultadosobtenidossoncoherentescon los de Landolfoetal. (1979)encuantoa dichacepa

y confirmanel buencriterio de Toyosal seleccionarunacepaendogámica.

Sin embargo,no se puedeafirmar que, engeneral,lascepasconsanguíneasseanmás

susceptiblesal parásitoquelas no consanguíneas,segúnsedesprendede los datosque nos

ofrece el ensayo con la cepa CS7BI/1OJ -seleccionadapor su alto nivel de respuesta

inmunogénica-.En cualquiercaso, la consanguinidadesun factorgenéticoque no tiene,

necesariamente,queimplicar un mayornivel de respuestainmunológica.

Noobstante,hayqueresaltarel interésenlaconsecuciónde experimentoshomogéneos

para compararlos resultadosobtenidos en distintas pruebas. EL empleo de individuos

consanguíneosfavorecedichauniformidaden los ensayos.

A pesarde ello, Delachambre(1981)indica quelas pruebasde virulenciabasadasen

la inoculaciónintraperitonealó subcutáneasonpoco fiablesen determinadascondiciones

experimentales.La imposibilidadde obtenerresultadosreproduciblesestábasada,segúnsus

postulados,en la heterogeneidadde lasreaccionesfrenteal parásitoporpartedel hospedador
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de una misma cepa. Esteefecto individual hacenecesarioun estudioestadísticoen toda

apreciaciónde la misma naturaleza.Kulda (1990)critica las conclusionesexpuestasporel

investigador francés achacandosus resultados exclusivamentea las condiciones de

investigación.

De formasimultáneaa la selecciónde cepade ratónmásadecuadaparael modelo,se

harealizadola evaluacióndeltiempodedesarrolloexperimentalparaacometerlanecropsiade

los ratonesinfectadosqueno hanmuertoen el proceso.

La duraciónóptimade la pruebaes el resultadode un compromisoentrela brevedad

que seexigea cualquierexperienciade patogenia,muy especialmentesi se contemplala

vertientede su aplicaciónposterioral cribadofarmacológico,y la presenciade formapatente

de las lesionescaracterísticas(peritonitisfibrinopurulentacon abscesosy focosnecróticosen

órganosabdominales)en el roedor.

A esterespecto,mientrasalgunos autores(Teras& Roigas, 1966; Toyos, 1974)

proponen11 díascomo duraciónexperimental,otrosconsiderannecesarioalargarel tiempo

de observación(Cavier, 1972>.Enestalínea,Kulda (1990),en un ensayoen queinocula 106

tricomonádidos,recomiendael seguimientodurante21 días,envirtud aquelos testigosmueren

entreel 50 y el 210 díaspostinfección.Paraesteautorlimitar la experienciaa 10 días puede

hacerdisminuir la sensibilidaddel ensayo.

Anteestedisyuntiva, planteamosen nuestrotrabajoel desarrollode experimentosen

dosperíodosde observación(15 y 30 días) paradiscriminar la duraciónmás idónea.Los

índicesde patogeniaresultantesno parecenserestadísticamentediferentesparala cepade

ratón más susceptible,BALB/c, por lo que serecomiendael análisisa los 1 5 días parala

evaluaciónde la infecciónexperimental.

Finalmente,en cuantoal métododevaloracióndelaslesionesy la mortalidadpropuesto

porToyos, esnecesarioreconocerel meritorioesfUerzorealizadoparadiseñarde forma tan

pormenorizadala valoraciónde lesionespor órganosconsiderandosu extensión.Lo que
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permitela cuantificaciónde un índice de patogeniaindividual; siendola media resultantedel

lote de ratones,el índice de patogeniade la cepa. En la tabla 5.2. se resumeel diseño

experimentalde distintosmétodosde valoración.

TABLA 5.2. Ensayosmurinosde infecciónintraperitonealde Ti vagina/lsqueempleanla

cuantificacióndelaslesionesy lamortalidadcomocriteriosparalaevaluación

de lapatogeniacon nuestrodiseñoexperimental.

VARIABLES A B C D

Ratón

Pcso

N0/lote

18-20g

10-12

18-20g

10-20

18-20g

10-20

20-25g

10

Inóculo

N0 parásitos

Vol, medio

4 x 10~/ ratón

0.5 ml

106/ratón

0.5 ml

1O’/ml

0.8ml

tO’ 1 ratón

0.5 ml

Observación

(días)

10 21 11 15

Criterio Muerte.
Necrosishepática.

L. estónsago/bazo.

Peritonitispurulenta.

Presenciadel parásito.

Necrosishepática.
L. pancreática.

L. peritoneal]ascitis.

Presenciadelparásito.

Muerte.
Necrosishepática.

L estómago/bazo!

páncreas.

L. peritoneal/ascitis.

Muerte.
Necrosishepática.

L. estómago/bazo!

páncreas.

U peritoneal/ascitis.

Valoración Muerteen 10 dias
Lv. = O

Tabladevaloración

de lesionesenlos

supervivientes.

Valoracióndecada
lesiónindividual,

O (nada$(máximo),

Ausenciade parásito

sedivide entredos.
valortotal = 1~ valores

parciales.

Elaboradafablade
valoraciónde las

lesiones.

Tablade valoración
delaslesionesde

Toyosmodificada.

Virulencia

Mñxima

Mínima

0-10/ratón

0

10

0-16/ratón

16

0

0-50/ratón

50

0

0-100/ratón

100

0

A: Terasy Roigas(1966).Índicedevirulencia(IV.).
5: Caviereta! (1972>. Índicemediode infección(l.M.l.).

C: Toyos (1974).índicedepatogenia(IP.).
O: Nogal Ruiz eta! (1997).
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El métodode Toyos (1974) recogela filosofla del elaboradopor los investigadores

estoniosTerasy Roigas(1966),siendomásobjetivo aunquemáscomplejoqueel presentado

por Caviereta! (1972).

Habiendosido fijadospreviamentelos elementosprimordialesdelmodelo,cualesson:

losagentes,lavíade inoculación,el tiempodeobservacióny la tabladevaloración,noshemos

propuestodeterminarel minimo inóculo que,sin restarsensibilidadal método,obvie en lo

posiblela limitación que suponetrabajarcon elevadasconcentracionesdel parásitoen los

ensayos.

Sehanprobadotresconcentraciones:10.000.000,5.000.000y 1.000.000[vagIna/ls

(Ti v)/ratón, queincluyenel rangomáscomúnmentecitadoen la literaturacientífica. Desde

Toyos(1974),que trabajacon el máximo númerode protozoos:10’ 71v/mí, hastaCavieret

al. (1972) que utilizan 106 Ti. v./ratón, pasandopor Terasy Roigas (1966) que emplean

4.000.000.Sinconsiderarloscasosespeciales,comoCaviereta! (1972),querebajanlascifra

a 250.000Tv/ratón empleandohospedadorespreparadosinniunológicamente.

Emnuestrocaso,la] eleccióndelinóculo ‘~¿ realizaen fUnciónde laestirpederatónmás

susceptibleala infecciónexperimentaly déliiempdtcjtieaportemásinformación.En cuantoa
~~5~’’

los probados,conel inicial de 1 o~ Ti v./ratón se consiÉ’’e’ úna<.infecciónintraperitonealmuy

aparente,afectandode forma ostensibleaórganosvitalesdel abdomen,lo que,puedeconducir

a lamuertedel animal.A medidaquedesciendela concentracióndel inóculo,enlapruebacon

5.000.000Tv./ratón, el índicede patogeniase equiparacon el de las cepasde ratónmenos

susceptiblesprobadas-NMIRI y CD-]-. Parala mínimaconcentraciónde 106 71v/ratón,la

infecciónexperimentalesmuy poco relevante.

Por otra parte,no hay queolvidar otrosaspectos,queaunquemenosdirectamente,

puedenincidir en los resultadosde la valoración.Así se haconsideradoel inóculo comoun

parametroclave,perono menosinteresanteresultael control del volumende inoculación,ya

que ladispersióndel inóculo aumentacuantomayorseadicho volumen.

312



DISCUSIÓN

En coincidenciaconlos autoresestonios(Teras& Roigas,1966)y franceses(Cavier

eta!, 1972)optamosporel volumende0,5 ml frentea0,8 ml que proponeToyos (1974).

Enúltimo término,convienedestacarqueel mediode cultivo, encierto modo,también

influye enla expresiónfenotípicadelparásito.Detal maneraque,la presenciade componentes

como agarenel mediopuedefavorecerlosestadosameboides-adherentesde T4 vagina/ls,que

los autoresrelacionancon las expresionesfenotípicas más virulentas (Hollander, 1976;

Hollandereta!, 1987).El mediode cultivo quehemosempleadoesel tradicionalTYM (ode

Diamond)sin agar;porsuparte,Toyosutiliza un medioDiamo~dclásicoenriquecidocon0,05

g de agar. Como se indicó anteriormente,la atenuaciónde la virulenciadel p~rá~itopuede

producirseporlapresenciadeelevadasconcentracionesde antibióticoenel medio (Ivey, 1975;

Honigberg, 1978). En este sentido, Tpyos epiplea up medio de cultivo con menor

concentraciónde antibióticoqvw el ~v.9Mr9~con el rie~go, porcontr~, de perderel carácter

axénico.

En definitiva, el objetivp de esteF~udio ha s~d9 pr99~4farel p~¡feeoíqn~¶í?ntode un

modelo murino de patogeniq~~traperitoneálde 1’. vqgiqqlis J~ar~, ~ yez c9n~;guidala

validacióncon lacepade refej~pcia,CI-NIH de Ti vaginafis,~9p$¡pwaeióp,j offindizaren

el conocimientode la posi~¶ecorrelaciónex~enteentre la ~ los aislamientos

epidemiológicosy sus maj~ifestacioqp~p$~pi~q~. Y ~p un~ e$qp~ ppsterior, introducir las

modificacionesoportunasq~p p~piI~ g~~ rppoyq4~~ ~ q~$fpioterapiaexperimental

in vivo.
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5.3. EVALUACIÓN PATOGÉNICA DE LOS AISLAMIENTOS

CLÍNICOS DE LA COMUNIDAD DE MADRiD (1994-1996).

El estudioepidemiológicorealizadoenMadrid (1994-1996)pornuestroDepartamento,

en colaboracióncon los CentrosdePromociónde la SaluddelAyuntamiento,hapermitido la

obtencióny axenizaciónde 18 aislamientos,lo quesuponeun porcentajede prevalenciadel

1,23%(RodríguezGallego,1995).Estaprevalenciacontrastaconlos datospreestablecidos

en nuestropaís.Así, en un estudiopublicadoporPereaeta! en 1981, sedancifras del 13 %

sobreunapoblaciónde345 pacientesen Sevilla,mientrasqueOrdufiaDomingoy otros(1991),

en Valladolid, determinanparael grupode edadde máximafrecuenciadeE.T.S. (21-25años)

un 23 % de prevalencia,equiparableal 22,10%de casospositivosdiagnosticadosen mujeres

queejercenlaprostituciónenla provinciade Soria(Ulloaeta!, 1993).Si bien las poblaciones

estudiadasno sonhomogéneas,en el drásticodescensode las enfermedadesde transmisión

sexual, tales como sífilis o infeccionesgonocócicas,y las bajascifras de tricomonosisen

nuestroestudioepidemiológico,parecenintervenir las campañasde prevencióncontrael

síndromede inmunodeficienciaadquirida (RodríguezGallego,1995).

Los 18 aislamientosde Ti vagina/lsaxenizadosy criopreservadoshansido sometidos

al modelodepatogeniamurinaintraperitonealconunadobleintención;porunaparte,clasificar

en fUnción de la patogeniaexperimental,y porotra, validarlos parámetrosqueconstituyenel

baremodel índicede patogenia(IP.).

Si inicialmentesehaaceptadoun criterio arbitrariodeclasificación:.I.P.>40,I.P.20-40

y I.P.’C20,paraestablecerunaproporcióndel 33,3%(6/18),27,8%(5/18)y 38,90/o(7/18)para

los aislamientosde alta,media y bajapatogenia,respectivamente,mástarde,seha validádo~>

dichaclasificacióna travésde un análisismultidimensionalde las variablesquecomponenel

baremo.Los resultadoscontrastanconlospresentadosporotrosautores,enmodelosmurinos

depatogeniaintraperitonealdecepasaisladasen casosdevaginitisagudao crónica,En la tabla

5.3. serecogenlos ensayosmásrepresentativosfrentea los nuestros.
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TABLA 5.3. Porcentajesde aislamientosde alta,mediay bajapatogeniade 71 vagina/ls

estimadapordiversosensayosmurinosintraperitoneales.

1AlO N0DECEPAS N0 PATONES
PORCEPA

ALTA MEDIA BAJA

lERAS 1954 50 7 56 26 18

ROIGAS 1961 24 10 29 66 4

LAAN 1966 48 10 54 38 8

TERASETAL. 1966 98 10 47 41 12

KULDA 1990 25 20 44 44 12

NUESTROS

RESULTADOS

1996 18 10 33 28 39

% PATOGENIAEN RATÓN

No obstante,los criteriosde clasificaciónno soncompletamentehomogéneosen los

diferentesensayos;quizásla pormenorizadavaloraciónparamétricaestablecidaatravésde

nuestrobaremotiendaaequipararlos gruposexperimentales.Además,la mayorpartede los

aislamientosobtenidos en nuestra encuestaepidemiológicaprocedende exploraciones

ginecológicasrutinariasy esposiblequemuchasdelasmujeresfUeranportadorasasintomáticas

de cepaspocopatógenas.Si ademássetieneen cuentacomo seabordamásadelante,quela

correlaciónpatogeniaclínica-experimentaldistabastantede serperfecta,las cifrasno sontan

distintascomo en principio pudieranparecer.Esta cuestiónes crítica para determinarla

virulenciade los aislamientosy explicaríala mayor proporciónde cepasde bajavirulencia

presentesen nuestroestudio.

Finalmente, conviene señalarque los periodos de axenizaciónaplicados a los

aislamientospuedenintervenir en la disminución de la patogeniaexperimental,ya que es
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necesarioun tiempo de cultivo máso menosprolongado,por resiembrassucesivas,parala

actuacióntantode antibióticoscomode antifúngicos,queinterfierenen laexpresiónfenotípica

de Ti vagina/ls.

Segúnla revisión de Ponce(1995), las técnicasde análisismultidimensionalse han

aplicado a relativamentepocostrabajosen el campo de la Parasitología,siendo los más

destacadossobreNaegleria(Perninel al., 1985),Schisíosoma(Merelendereta!, 1987),E.

granulosas(Hobbseta!, 1990;Eckerteta!, 1993),Entamoeba(Blanc, 1992), un estudiode

interaccionesparásito-hospedador(Renaudeta!, 1992), Sarcocystis(Fengerela!, 1994),

tricostrongílidos(Hoberg& Lichtenfels, 1994),y el trabajorealizadopor Poncey Cuesta

(1996) con E. granulosasque es capazde diferenciarmuestrasde varios hospedadores

intermediarios (muestrasovinas, bovinas, sumasy equinas) a través los parámetros

morfométricos correspondientes,obteniéndoseresultadoscompatiblescon las pruebas

biológicaspreviamenterealizadas.

En términosgenerales,elanálisisestadísticomultidimensionalverificalabondaddelos

parámetrosquecomponenla tabladevaloración.Así, sehadeterminado,segúnel Análisis de

ComponentesPrincipales,queel ensayode patogeniamurinaintraperitonealde 71 vagina/ls

presentadostiposde factoreso componentes,quepodemosdenominar/esionesabdominales

y mortalidad, los cualescontribuyenaexplicarlavarianzadelmodeloexperimentalenun 86%.

La representaciónde los distintos aislamientos,en fUnción de ambos factores,permite

comprobar la existenciade 3 grupos diferenciados(aislamientosde alta, media y baja

patogenia).

A continuación,considerandola existenciade 3 gruposde muestras,se ha procedido

alarealizacióndeun AnálisisDiscriminante,paradeterminarlavariableo conjuntodevariables

quemejor discriminenentrelos diferentesgrupos.En dicho análisis,tras la aplicacióndel

métodode seleccióngradualde variables,seconsideraroncomoválidas todaslas variables

contenidasen los dos factores(lesionesabdominalesy mortalidad). Como resultadodel

análisis,lasfUncionescanónicasdiscriminantesclasificaronel 100%delasobservacionesenlos

grupospreestablecidos.
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Posteriormente,se ha iterado el procesoconsiderandouna única variable, para

determinar,enfUncióndelasobservacionescorrectamenteagrupadas,quéparámetroesel más

representativodela patogeniaglobal.

En la tabla 5.4. seexpresanlos porcentajesde casoscorrectamenteagrupadosen

fUnción de unaúnicavariable.

TABLA 5.4. AnálisisDiscriminantedel modelode patogeniaexperimentalde Ti. vagina/ls

considerandouna únicavariable: Porcentajede casosbien agrupadospor

variable.

IvAmABLE TODAS LP. 1~~~LII~LÁ B/P/E.

88,89 { 83,30 77,78 i 77,78

LA. P. M.

AGRUPADOS 100,00 ‘~‘~ 72,22 66,67

IP. índicedepatogenia.11(V).: Hígadovisceral.11(D).: Hígadodiafragmático.Blp/E.: Bazo¡Páncreas¡Estóniago.L.A.: Liquido ascitico. P.:

Peritoneo.M.: Mortalidad.

(*) Se consideranel conjuntodeobservacionescorrectamenteclasificadas,estoes, aquellascuyo grupo

actualcoincideconel predictivo.

En fUnción de los resultados,la variableH(V), que representalas lesionesen la cara

visceraldel hígadomurino, esla quemayornúmerode observacionesclasificacorrectamente

y laquemenorinformaciónsuministraeslamortalidad(M), ambassegúnla tabladevaloración

establecida.

Deunaparte,en coincidenciacon nuestrosresultados,Toyos(1974)señalaqueen el

hígadose asientanla mayorpartede las lesiones(70%), seguidode bazoy páncreas(25%).

Siendola lesiónmásimportanteporsufrecuencialanecrosishepáticafocal,que puedellegar

aconstituirseenun granulomao abscesotricomonádido.SegúnKulda(1990),ladiseminación

de la infecciónexperimentalparecedependerde la virulenciade la cepa,indicandoque las

cepasde alta virulenciamuestranun dobletropismohaciael hígadoy el páncreas,llegando

inclusoa apuntarque,las cepasdebajavirulenciasonincapacesde colonizarel hígadoy sólo
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provocanperitonitisfibrinopurulentascrónicas.Enestesentido,lerasy Roigas(1966)también

manifiestanque el primer órgano afectado es el hígado en su modelo de patogenia

intraperitoneal.Sin embargo,Gobert (1971) y Escario (1985) señalanque la lesión más

característicade la infecciónexperimentalde Ti vagina/lsesla que afectaal páncreas,y que

se extiendeal bazo(esplenomegalia)y estómagointeresandodespuésal hígadovisceral.

Deotraparte,encuantoalamortalidad,Escarioy colaboradores(datosno publicados),

refierenla importanciaindividual de cadauno de los parámetros,quecomponenel baremode

lanecropsiaenel ensayointraperitonealde Toyosparacaracterizarla patogeniade cadacepa.

Trassometeraexamen24 aisladosde Ti. vagina/lsde procedenciaespañola,las conclusiones

obtenidasde una regresiónlineal de los índicesparcialespor parámetrosugierenque la

utilizacióndela mortalidad,comocriterioúnicoesinsatisfactorioparadiscriminarla patogenia

de los aislados,ademásde uno de los apartadosmenosinformativos.

En la mismalínea, Caviery su equipo(1972)no consideranla mortalidadentrelos

parámetrosde evaluaciónde la patogeniade 71 vagina/ls. Asimismo, Toyos (1974) no

considerala muerteacaecidaen las 48 horasinicialespostinoculación,atribuyéndoselaa un

errordemanipulaciónexperimental(traumatismos,hemorragias,shocks,...).Bajonuestropunto

de vista, parececuestionablela validez de un ensayointraperitonealcuando71 vagina/ls

provocael decesodel hospedadormurinoen tanbreveplazo.

La coincidencia,pues,‘de los autoresconsultadosesunánimerespectoa la escasa

representatividadde la mortalidad (M) en el conjunto de la patogenia(IP). Nosotros

compartimosdicha valoración en fUnción de los resultadosgeneradospor el Análisis

Discriminanteparaunavariable.

Finalménte,‘no pareceexistir unabuenacorrelaciónentrela patogeniaexperimental

murinadelos 18 aislamientósde Ti. vaginalisy lasmanifestaciones(signosy síntomas)clínicas

presentesen laspacientesdel estudioepidemiológico.Enel mismosentido,los investigadores

estonios(leras,1954; Teras& Roigas, 1966),quecomparanla virulenciaestimadasobrela

basede un ensayointraperitonealcon la sintomatologíaclínica, llegana la conclusiónde que
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la correlacióndistade serperfecta,aunqueindicanquesonmáslas cepasquepresentanalta

virulenciaenratónprocedentesdecasosagudoso subagudosde tricomonosishumanaquede

casoscrónicos.Kulda (1990)afirma que lacorrelaciónentrela virulenciade las cepasen el

modelomurinode infecciónintraperitonealy la severidaddela tricomonosisen los pacientes

humanosno esnecesariamenteperfecta.Y másrecientemente,Bhatt eta! (1993)señalanla

ausenciade correlación entre la patogeniaclínica y la experimental en un modelo

intraperitoneal.

SegúnseñalaRomero(1999), el modelomurino de infección intraperitonealcon 71

vagína/ispermitedetectarlas variacionesen la patogeniade nuevosaislamientosconfines de

caracterización,si bienno se apreciaunacorrelaciónentreel cuadroclínicoen el hospedador

naturaly las lesionesinducidasen los animales.

La determinaciónde la patogeniaexperimentalde los 18 aislamientosha revelado

interesantesdiferenciasentreellos, lo que refUerzala hipótesisde queel modelomurinode

infecciónintraperitonealpuedeserutilizadocomouno de los criteriosparala caracterización

denuevosaislamientosde Ti. vagina/ls.
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5.4. CRIBADO FARMACOLÓGICO IN IIVO

5.4.1. Modelo experimentalde cribadofarmacológicoin vivo frentea 71 vaginalis

La adaptacióndel modelomurinode patogeniaparael cribadofarmacológicoin vivo

hapermitidolaevaluaciónde los compuestostiadiazínicosmásinteresantes,quehanresultado

activosen los ensayosiii vitro.

El modelo de cribado in vivo sebasaen la inoculaciónde cultivos axénicosde Ti

vaginalisenratón,queprovocanexudadosfibrinososy focosnecróticosanivel delos órganos

abdominales,o enalgunoscasos,torácicos,e inclusola muerteen un periodobrevedetiempo.

De los posiblesmétodosde valoración,los propuestosporTerasy Roigas(1966),Caviery

otros (1972), Toyos (1974) y Escario(1985), que con algunasvariaciones,proponenla

puntuaciónde diferenteslesionesy la expresiónde lapatogeniaenformadeíndice, parecenlos

másadecuadosparael ensayode quimioterápicos.Ennuestrodiseñoexperimental,seasume

el baremoestablecidopor Toyos,con las modificacionesintroducidasporEscariorespectoa

la expresiónporcentualy el periodode tiempode 15 días.En el estudiode tricomonicidasla

vía deinfecciónintraperitoneales la másprofUsamenteempleada(Escario,1985).

El tiempode tratamientoquehemosempleadoen nuestrodiseñoexperimentaldifiere

del propuestopor Escario (1985), pasandode tratar 6 días (20, 30 40, 70, ~0 y 90

postinoculación),aunanuevapautadetratamientomásextensaen el tiempoquecomprende

7 días (30, 40 50 60, 100, 110 y 120 pi.), por su mayor eficaciaparala discriminaciónde

productosactivosfrenteal agentepatógeno.

Probablementela vigencia de la infección intraperitonealse haya alcanzadotras

superarselos modelosde infección subcutáneaque tuvieron mayor protagonismoen su

momento.Siendomuydestacableslasaportacionesquecon dichomodelo realizaronLynch y

colaboradores(1955); Honigberg(1961), cuyo ensayoha servido párala evaluaciónde la

accióntricomonicidade los 5-nitroimidazolesadministradospor vía oral; así comoHeeresy
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otros (1976),cuyosratonesinfectadossubcutáneamenterecibenlos fármacosporvía oral

durante7 días.Al séptimodíapi. sesacrificany seexpresanlos resultadosen formade dosis

eficaz(DE50), segúnla presenciao ausenciade tricomonas,queparael metronidazoles: 16

mg/Kgderatón.Y finalmente,Meingassner(1977)queinfectaratonessubcutáneamente,que

recíbentratamientosistémicoa las 2, 18 y 24 horaspi. Al 60 día se procedeal examen

microscópicodelaslesiones,observándoselaausenciao presenciadeformasmóviles.La DE50

parael metronidazol,en estascondicionesexperimentales,esde 10,95 mg/Kg de ratón.

Otros autores utilizan, sin embargo, 71 foetus para producir las lesiones

intraperitonealesenel ratón(Howes eta!,Butíer, 1972, Cucklereta!, 1970).Ypor si fUera

poco, sehanindicadootrasvíasatípicas,como esla inoculaciónescrotalde ratones,parael

estudiode tiicomonicidassistémicos(Tsay& Price,1973).

5.4.2. Sobrela actividadantiprotozoósicain vivo de productosde síntesisftentea Ti

vaginalis

Loscompuestos,L-ld, D-lj y lm(derivadosdetiadiazinas)quefUeronactivosin vitro

frente a Ti vagina/ls, se sometieronal ensayofarmacológicoiii vivo paradeterminarsu

actividaden el modelomurinodeinfecciónexperimental.Ningunodeellos,desgraciadamente,

elimina porcompletolos gravesdañosinfligidos porel parásitoen los órganosabdominales.

Sin embargo,los índicesdepatogeniade los lotestratadosson significativamenteinferiores

respectoa los testigos(infectadosno tratados)en los trescasos.Siendola comparaciónde

estosvaloresestadísticamentesignificativarespectoal lote testigoconpCO,O] (compuestos1 m

y D-lj) y p<0,OS(compuestoL-Id).

A continuación,sehanrealizadopruebascondosderivadosdetiadiazinasdisustituidos

que sólo presentanactividadtricomonicida(100%)ala mayor concentraciónensayada(0,1

mg/mí). En estaocasión,el lote tratadoconDL-Id manifiestaun descensoen el indice de

patogeniarespectoaltestigo,aunqueladiferenciano essignificativaparaun nivel deconfianza

del 5%. Igualmentesucedecon el productoL-li, ya queel lote tratado presentaun índicede

patogeniaidénticoal quepresentael testigo,por lo queno existendiferenciassignificativas
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parael mismonivel de confianzapreestablecido.

Nuevamente,igual que sucedieraen la pruebade cribadofarmacológicoin vitro, el

compuestolm es el más activo entrelos compuestosque sehan ensayadoen el modelo

experimentalde cribadofarmacológicoin vivofrentea Ti. vaginalis.
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5.5. MODELO EXPERIMENTAL DE TNMUNOMODIJLACIÓN
Ná

5.5. iit Sobre la modulaciónde la respuestainmune en el ttodelo murino de

tricomonosis 4<
1 S

La integracióndel modelo experimentalde T. vaginalís en el estudio del efecto

inmunomoduladorde extractosde plantasiberoamericanasnosha permitidoprofundizar,de

unaparte,en el conocimientode suactividadbiológica,y de otraparte,enlos fUndamentosde

la respuestainmunitariainducidaen la interacciónparásito-hospedador.

Inicialmente, seha evaluadola respuestainmunitaria en el modelo de patogenia,

señalándoseciertaanalogíaentrelas infeccionesexperimentalesde T. vagínalisy Entamoeba

histolytica. De tal maneraque el tipo de lesiónhepáticaen el modelo experimentalde T.

vaginalisseasemeja,engranmedida,al abscesohepáticoamebiano(AHA.). Estoesdebido

a la coincidencia de mecanismoscelularesimplicados en las respuestasinflamatorias

concomitantesfrentea ambosparásitos.En estesentido,la respuestainmunológicacontraE.

histolyticaseproducecomoresultadode la invasióntisularpor el parásito.La formacióndel

AHA, posteriora la inoculaciónintraportalde amebasvirulentas,comprendeuna reacción

inflamatoriaaguda,con la subsiguienteconstitucióndelgranulomay necrosisprogresiva.Los

trofozoitosde E. histolyticano producenAHA en los cricetosdoradosmediantelisis directa

de los hepatocitos,sino por medio de la acumulacióny posteriorlisis de los leucocitosy

macrófagosque rodeanlas amebas,lo que produce,en consecuencia,la necrosishepática

(Kretschmer, 1994). Las amebasno virulentas resultanfagocitadaspor los leucocitosy

neutrófilos a travésde mecanismosindependientesde los intermediariosmetabólicosdel

oxígeno.En cambio,las amebasvirulentasproducenla pérdidade motilidad, degranulacióny

eliminaciónde los neutrófilosporfagocitosisenun procesodependientede microflíamentos.

Sin embargo,la destrucciónde los macrófagospareceserel resultadode un efectodeletéreo

indirectode las amebasqueya hansufridola lisis, másquede un mecanismoefectordirecto

dependientedel contactocon E. hisolytica.
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IT vagina/lsinyectadoenla cavidadperitonealderatonesdesarrollaunainfecciónque,

esencialmente,sefocalizaenel hígado,el peritoneo,asícomoen el páncreasy el intestino.En

el hígado,los parásitosprogresanporlos sinusoides,dondeseasociana neutrófilos,linfocitos

y macrófagos.Se adhierena la membranade las célulashepáticas,quesufrendepleciónde

glucógenomientrasel númerode glóbuloslipídicos aumentaen el citoplasma.Los orgánulos

citoplásmicossonfagocitados,lo queconlíevala vacuolizacióny posteriormuertecelular.La

destrucciónde los hepatocitosy de los leucocitosresultadel efecto de la citoadherenciay

citotoxicidad desplegadapor IT vagina/ls. Se han observadotricomonas, en posición

intracelular,fagocitadosporleucocitoso macrófagos(BrugerolleetaL, 1974).Enla mayoría

de los casos,los macrófagosseven destruidospor el parásito,que secomportacomo un

parásito intracelular. Las hidrolasasde los macrófagosparecenpoco eficacesfrente al

flagelado,mientrasqueésteprovocala destrucciónde los macrófagostras la fagocitosis. La

infección intraperitonealde IT vaginalis generaunafuerte reaccióndel hospedadorque se

manifiesta por una infiltración leucocitaria importante (con concentración de

polimorfonucleares,linfocitos y macrófagos)y porunaenvolturafibroblásticaenlos abscesos

generadosen los distintosórganosabdominales.Todos estoselementostienden a destruir,

rechazaro limitar la extensióndel parásito.

El escenarioinmunológicodescritoenla lesiónhepática,quesegeneratrasla infección

experimentalcon IT vagina/ls,escompatibleconun fenómenodehipersensibilidadretardada

reguladopor una respuestacelular coordinadapor linfocitos Thl, sin menoscabode otras

intervencionessubsidiariasdel sistemainmunitario reguladasporlos linfocitos Th2.

En estudiossobreratón,Michel (1971)ha demostradoquela inmunidadprotectora

frentea IT vagina/lsestámediadaporcélulas,y la hipersensibilidadal antígenoparasitarioen

los humanoses de tipo retardado(Adíer & Sadowsky,1947).Esposiblequela activaciónde

linfocitos sensibilizadosporantígenode IT. vaginalispuedamodularla infiltración de PMN a

travésde la accióndelascitocinas(Revillard, 1978).Las experienciasdeLandolfoetal.(1980)

muestranque célulasmacrofágicasprocedentesde ratonesno sensibilizadoseliminana los

tricomonádidosmáseficientementequelos neutrófilosdel mismoratón.
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Previamente,Farris& Honigberg(1970)habíancomprobadocomoTi vagina/lsataca

a los macrófagosen cultivos de células de hígadode pollito. Más recientemente,se ha

estudiadola citotoxicidad de los neutrófilos sobreel parásitoy seha postuladoque son

respuestasquimiotácticasa las secrecionesde los protozooslas implicadasen la fagocitosis

(Reineta!,1980).

Unavariedadde respuestasinmunesa la infecciónpor IT. vagina/lsha sido descrita,

incluyendoanticuerpossecretoresespecíficosen secrecionesvaginales (Ackerseta!, 1975),

anticuerposséricosIgG e JgM (Mason, 1979; Streetet a!, 1982), quimiotaxisde PMN

(Mason& Forman,1980, 1982)y fagocitosis(Reinetal., 1980).Sin embargo,la ausenciade

una respuestainmune protectorapuedeser debidaa la heterogeneidadantigénicay los

fenómenosde presentaciónantigénica.

En general, la respuestahumoral a IT. vagina/ls es baja debido a cierto efecto

inmunosupresorqueposeeel parásitoperse; la invasióndel epitelio genitaltambiéninhibe la

inducciónmitogénica,y en menorgradola blastogénesismediadaporantígeno.La respuesta

proliferativanormaldelratónsugierequela inmunodepresiónportricomonosisresultadelos

productosqueliberanlos organismosvivos y de antígenosestructurales,ya quela inyección

en ratonesde sobrenadantesde cultivo del parásitono provocael efectode la depresión

linfoproliferativa. Engeneral,lascepasmáspatógenassonlas queprovocanmayorgradode

inmunosupresion.

Enla mismalínea,nuestrosresultadosdelarespuestahumoralinducidaporlainfección

experimentalcon Ti vagina/lspresentanunosnivelesde inmunoglobulinasmuybajosen el

periodoexperimental(15 días)perosimilaresa los quemuestranlos autoresen la bibliografla

(Mutwiri & Corbeil,1998;Abrahamet a!, 1996). Los bajosniveles de inmunoglobulinas

aconsejantomarcon cautelacualquierinterpretacióninmunológicaderivadade lbs mismos.
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5.5.2. Sobrelos fármacosde referencia:Inmunosupresores,inmunoestimulantesy

AlEEs.

Los inmunosupresorescomo la ciclofosfamida,azatioprinay FK-506 favorecenla

disminucióndelaslesionesenel modeloexperimentalde Ti. vagina/ls. Independientementede

quelos mecanismosde inmunosupresiónde los agentesactúena diferentesniveles.

La ciclofosfamidacausauna reducción proporcionalmentemayor del número de

linfocitos B, que de las célulasT (Cuppset al., 1982).No obstante,se ha demostradosu

capacidadparaactivarlos mecanismossupresoresde la respuestainmunitariaen los pacientes

que sufrenmelanomasy otros tipos decáncer(Berd & Mastrangelo,1987a; 1987b; 1988;

Livingston eta!, 1987; Wisemane al., 1989). En particular,Wisemany otros señalanun

significativo descensode las célulasCD84 (linfocitos Tc) y un incrementoen la proporción

CD4~/CD8 (Lerscheta!, 1992).Paraexplicarestaaparentecontradicción,Paul(1994)indica

quedependiendode quela ciclofosfamidaseadministreanteso al mismotiempoqueel insulto

inmunológico,se producela supresiónhumoral(Santos& Owen,1966)o celular(Poulter&

Turk, 1972).

Sin embargo,cuandola administracióndel inmunosupresoresposteriorala infección,

el fármacoincrementala respuestamediadaporcélulas(Lagrangeet aL, 1974).

Porotraparte,la azatioprina,unnitroimidazolderivadodela6-mercaptopurina,parece

serun potenteinhibidor de las respuestasmediadasporcélulasT y tambiénparecereducir

eficazmenteel númerode célulasNK circulantes,aunquepuedesuprimir tanto la respuesta

inmune celular como la humoral (Clements& Davis, 1986). Su mecanismode acción es

complejo,si biensesuponequeactúacomoun antimetabolitoconimportantecitotoxicidady

propiedadesinmunosupresorassobrelos linfocitos T (Bach, 1985; Miescher& Beris, 1984;

Huskinsson,1984). Tambiénse ha referidoque inhibe la producciónde prostaglandinasen

diferentestiposcelulares(Homo-Delarcheeta!, 1988; 1990;Dottaneta!, 1987).

Finalmente,el FK-506 (tacrólimo), que es un inmunosupresorcon estructuratipo
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macrólido,actúasuprimiendolasrespuestasinmunes,tantolasmediadasporanticuerposcomo

por células. El tacrólimo es unas 100 veces más potenteque la ciclosporinaen inhibir

selectivamentela secrecióndediversostipos de citocinas(IL-2, IL-3, IFN-y). Asimismo,FK-

506tambiéninhibelaactividaddelos linfocitosB inducidapor anticuerpos.A nivel molecular,

la ciclosporinay FK-506 ejercensu accióninniunosupresoraa travésde un mecanismode

interacción con receptorescitoplásmicos,denominadosinmunofilinas, que producenla

inhibición de la transcripcióndeciertosgenesde citocinaspresentesen los linfocitos T. Entre

lascitocinasinhibidasseha señaladolaIL-2, JL-3, IL-4, GM-CSF,asícomoTNTF-a e IIFN-y

(Heroldet al., 1986;Granelli-Piperno,1988; Sigaleta!, 1992;Tokudaeta!, 1994).

El bloqueode las citocinasclavessecontraponea la activaciónde los linfocitos T y

ulterior potenciaciónde la respuestainmunitaria. No obstante,FK-506 no inhibe otros

productosgénicosde vital importanciaparala supervivenciacelular.

Los inmunoestimulantesensayadosen el modeloexperimentalde Ti vagina/lstienen

efectosdesiguales;mientrasqueel tratamientoconInmunoferón(glicofosfopeptical)favorece

un incrementoen el indicedepatogeniaestadísticamentesignificativo respectoal lote testigo,

porsuparte,la timoestimulina,si bien tambiénfavorecela exacerbaciónde las lesiones,éstas

son de menor importanciay el índice de patogeniade dicho lote no sufre una variación

significativarespectoal controlestablecido.

Inmunoferón,unglucomanano(polisacárido)extraídode la paredcelulardeCandida

utilis, está indicadoen inmunodeficienciassecundariasa enfermedadeso fármacospor su

accióncomo estimulantede las defensasdel organismo,y en general, como tratamiento

coadyuvantede terapiasespecíficasen aquellosprocesosneoplásicoso infecciososen los que

existedéficit de lainmunidadcelular.Moyay otros(1987)señalanqueel glicofosfopepticalen

presenciadeun mitógenocomoel lipopolisacáridobacteriano(LPS) escapazdeincrementar

los nivelesséricosde IFN-y.

Además,seproduceun significativoefectoestimulantesobrela actividaddelas células

NK en los ratonestratadoscon Inmunoferón(AM3), lo quepuedeexplicarseporlamarcada
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inducciónde IINIF-y y/o porunamodificaciónen la síntesisde prostaglandinas.

Por su parte, Rojo y su equipo (1986) en otros ensayosrealizadoscon el

glicofosfopéptidoen ratonesnormalesdestacanla síntesisde interleucina 2 (IL-2) y la

activaciónde célulasNIK de bazo,al cabode 2 semanasde tratamiento(30mg/Kg/día). Aún

más,en ratonesinmunosuprimidosseobservaciertarespuestamitogénicade los linfocitosT,

pero no seincrementala producciónde IL-2. Finalmente,segúnVillarrubiaeta! (1997), el

glicofosfopéptidoaumentala reactividadde los macrófagosy lascélulasNK tantoen ratones

comoen humanos;estasobservacionesayudana explicarcomoAM3 restablecelainmunidad

celularnatural y plantea la hipótesisde su aplicacióncomoadyuvanteen vacunasviricasy

bacterianas,

Los antecedentespresentadosparecencorroborarlos resultadosenel modelomurino

de IT vagina/ls, donde la administracióndel inmunoestimulanteglicofosfopepticalparece

favorecerla presenciade un fluido ascíticode carácterfibrinopurulento con presenciade

tricomonádidosvivos en la cavidadperitoneal,y la generaciónde lesionesabdominalesde

caracternecrótico, que evolucionanhacia la formación de abscesostricomonádidosmuy

aparentese incompatiblescon la supervivencia.

Porcontra,latimoestimulinaestáconstituidaporun complejohormonaldepolipéptidos

de timo bovino, cuya actividadbiológica determinauna estimulacióny regulaciónde la

respuestainmunitaria celular. Supliendoparcialmenteo potenciandolas funcionestímicas

inducela inmunocompetenciade los linfocitos T.

La timoestimulinaincrementasignificativamentela IL-2, los nivelesde IFN-y séricos,

la linfoproliferacióny expresiónde los receptoresfrenteaIL-2; asícomola citotoxicidad(Lin

etal, 1988).Tambiénseha sefíaladoquefavorecela reconstituciónfUncionalde lascélulasB

en casosde inmunodeficiencia(Lin etal, 1987).

García-Lechuzy colaboradores(1993)demuestran,enunmodeloexperimentalenratas,

quela timoestimulinaescapazdeimpedirel descensodel indiceCD4~/CD8>entejidoesplénico
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despuésde la inmunodepresiónquirúrgicapor reseccióndel intestino delgado.Estemismo

efecto,sin embargo,no fUe observadocon el inmunoestimulanteInmunoferón.

La administraciónde un factor como TP-1 a ratonesproduceun incrementode la

actividaddelas célulasNK (Bistoni eta!, 1984).

Los antiinflamatoriosno esteroideos(AINEs) introducidosen el modelo murinode IT

vagina/ls hanfavorecidola disminucióndelas lesiones.En particular,los ensayosrealizados

tantocon piroxicamcomoconmetamizolpermitenla disminucióndelos índicesde patogenia

de los lotestratadosconlos fármacosrespectoalos testigos.La intervenciónenlos procesos

inflamatoriosderivadosde la infección experimentalseproduceadiferentesnivelessegúnla

naturalezade los compuestos.

Los AINEs son moléculasplanasde carácterlipófilo, capacesde insertarseentrela

bicapalipídica de las membranasde leucocitos,produciendoalteracionesen su viscosidady

afectando,portanto, a los procesosdetransduccióndeseñalesquetienenlugaraestenivel.

Como consecuencia,alteranla actividadde enzimasasociadasaestasmembranas,como la

fosfolipasaC enmacrófagoso laNADPH oxidasaen neutrófilos.

Estosfenómenosfisico-quimicosproduceninhibición de la síntesisde prostanoides,

incluidas prostaglandinas,por inhibición reversiblede la ciclooxigenasa,inhibición de la

agregaciónneutrofilica,inhibicióndelamigracióndepolimorfonuclearesy monocitosalazona

inflamadae inhibición en la generaciónde radicalessuperóxidopor los neutrófilosy en los

procesosde degranulaciónde las enzimaslisosomalesdeleucocitosactivados(Abramson&

Weismann,1989).

Probablemente,a nivel de las proteínasG, el piroxicamproduceunaalteraciónen las

moléculasde adhesiónen la superficie del leucocito. Este MiNE previene los cambios

conformacionalesdelasintegrinasinducidosenneutrófilosy linfocitos,entreotrosagentes,por

las citocinas,de tal maneraqueimpide los procesosde adhesiónde leucocitosa las células

endoteliales,evitandolos fenómenosde infiltración (García-Vicuña,1997).
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La fUnción inhibidora de la ciclooxigenasa(COX-2) de los AINEs pareceser de

particular interés en nuestro modelo experimental,por cuanto el extractoDIFUR de

Po/ypodium decumanumn, que carece de la misma, aunque presente propiedades

antiinflamatorias,es incapazde producir una disminuciónde la mortalidady las lesiones

producidaspor Ti vaginali&

De otraparte,el efecto inhibitorio de metamizolsobrela síntesisde prostaglandinas

(PGE2)en los macrófagospodríarepercutiren la inhibición de las célulasqueproducenlas

citocinasproinflamatorias(IL-4 eIiL-6), enla regulaciónnegativadel incrementode ll~- 1 y en

la estimulaciónde la síntesis de IIL-2 e IL-lO (citocina antiinflamatoria), segúnse ha

demostradoen un modelo de sepsisquirúrgica en ratas(García-Alvarezet al., 1997). El

incrementoen la síntesisde IL-lO que provocametamizol,inhibiendo la producciónde las

citocinasIL-4 e IL-6, parececonstituirseenel mecanismoflmdamentalparaelucidarlos efectos

antiinflamatoriosdel fármaco.

La síntesisdeIt-LO (linfocitosTIC) producidaporla estimulacióndemetamizolpodría

intervenir,al mismo tiempo, en la inhibición del IFN-y (linfocitos Thl). Estacircunstancia

unidaala inhibición dela ciclooxigenasa(disminucióndelasprostaglandinas)y la disminución

de los fenómenosde infiltración leucocitaria,neutrofiliae hipersensibilidadretradadaparecen

conducir a una reducciónde la patogeniaevaluadatras el tratamientocon el AINE en el

modelomurinode IT vaginalis.

SegúnPaul(1993)los dosproductosfundamentalesde lamodulaciónde lainflamación

por los linfocitos T son lEN-y e IL-4, ademásdel factor estimulantede colonias(CSF). En

respuestaa un antígenoespecífico,los linfocitos T producenglicoproteinassolublescuya

función es activarmacrófagosy otras células fagocíticascon importantespapelesen la

inflamación.La producciónde lEN-y incrementala funciónfagocíticade manerainespecífíca

(Nathan,1992),promuevelafusión celularenpolicarionesin vitro y porsimilaresmecanismos

puedejugar un papelcentralen la formacióndel granulomain vivo (Weinbergeta!, 1985),

asimismoactivala secrecióndemacrófagosdenumerososproductostalescomo1W 1 y TNF-a.

Por último, ¡FN-y también inducemarcadoscambiosen la estructuray función de los
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macrófagos.Enneutrófilos,lEN-y pareceincrementarlaactividaddelmetabolismorespiratorio

(Bertonet aL,1986).

La IL-4 tambiénesun importantereguladordela inflamación(Defrancoet aL,1987),

que escapazde activarla proliferacióndelas células1, siendoun componenteimportantede

suontogenia(Zlotnik eta!, 1987),y estimulael crecimientodelos basófilosenla médulaósea

(Salto et aL, 1988). Finalmente, la IL-4 induce la formación de células gigantes

multinucleadas,lo quesugiereun destacadopapelen los procesosgranulomatosos(Meinnes

& Rennick, 1988). Asimismo, la IL-4 es capazde inhibir la explosiónoxidativa de los

neutrófilos(Abrahamson& Gallin, 1990).

Losefectosbiológicosquecoordinanambascitocinasparecenserinterferidosporlos

A[NEs, impidiendola evoluciónde la respuestainflamatoriadetipo retardadoqueseproduce

trasla infecciónexperimentalde IT. vagina/ls.

5.5.3. Otrosfármacosde interés:SAMe

Elensayode5-adenosilmetioninacomoagenteinmnunomoduladorenel modelomurino

de Ti vagina/lsno parecerendirel efectodeseado,produciendounadisminuciónaparentepero

no significativadela patogeniadel lote tratadoparaun nivel de confianzadel 5%. La dosis

farmacológicaadministrada, 16,80 mg/Kg/día durante 10 días, se ha seleccionadode

experienciasanálogas(García-Alvarezeta/., 1997),aunque,quizás,seríainteresanteplantearse

el efectode un aumentode dichadosis.

El compuestosulfoadenosilmetionina(SAMe)esunamoléculafisiológicapresenteen

todos los tejidosy fluidos del organismo.Actúacomodonadorde gruposmetilo y precursor

de tioles (cisteina, taurinay glutatión).En el hígadoescapazde regularla fluidez de las

membranashepáticasatravésde la metilaciónde fosfolipidos.

Aunquede formaaún no bienesclarecida,la síntesisde compuestostiólicos parece

incrementarla respuestainespecíficadel sistemainmunológico.
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En estesentido, Kinscherf y otros (1994) señalanque el descensode glutatión

intracelular y de las concentracionesde cisteinaplasmática se correlacionancon bajos

porcentajesde células CD4±.Mas aún, la inhibición de la actividadlítica de las células T

citotóxicasseha asociadoconun sustancialdescensode los nivelesde glutatiónintracelular

(Multhoffeta!., 1996).

Porotro lado,la taurinarestablecelaactividadproliferativadelinfocitosquedisminuye

en ratonesdeedadavanzada(Neg¿ro& Hara, 1992).De hecho,Bedrosianycolaboradores

(1991>informanquelataurodolina,un derivadodelataurina,parecemostrarprotecciónfrente

al shock endotóxicoy la muerte,considerandoel incrementode AMPe intracelularcomo

responsablede la supresióndel transportede las citocinas.Asimismo,Ma~rcink~ewiczy otros

(1995)señalanquelataurinainhibe la generaciónde óxido nítrico, prostaglandinas(PGE2)y

TNF-«.

En la misma línea, Gmundery su equipo(1991) observanque la síntesisde ADN

dependede los nivelesdecisteinaen los linfocitos T estimuladoscon drogasmitogénicasy se

fÚ~l1a~halado<fue la ausenciade,aminoácidossulfuradosdetienela mitosis
2dedos.linfocitosen

Enun modeloquirúrgicode sepsisexperimental,el tratamientocoitSAMe~4tibeel

descensodelascélulasactivascirculantesdel sistemainmune,muyenespecialdelosáipfocitos

T conmarcadorCD8±queseincrementandemanerasignificativa, asimismotambiénseinhibe

el incrementode los nivelesde 11-1 (García-Álvarezeta!., 1997).La enzimaresponsablede

la síntesisde SAMe es la SANIe sintetasa,que se encuentrainhibida duranteel procesode

sepsís.

Si parecenbien fundamentadoslos argumentosque atribuyena SAMe propiedades

inmunomoduladoras,no se explica fácilmenteel mínimo efecto observadoen el modelo

experimentalde Ti vagina/ls.No obstante,como posiblejustificación se puedeesgrimir la

potencial participación de SANIe en la activación del metabolismo de Ti vagina/ls
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En el parásitoseha reveladola presenciade un metabolismoactivo depoliaminas,con

la secreciónde enormescantidadesdeputrescina(Whiteet al., 1983);asícomoreaccionesde

transmetilación(Cooper,1983;Tabor&Tabor,1984)ydeactividadesSANIe sintetasa,SAMe

descarboxilasay ornitina descarboxilasa(North et al., 1986), que implican a SAMe en

importantesprocesosbiológicos.

Entre estosprocesosse destacala síntesisde poliaminas, en la cual SANIe se

descarboxilaprimero para reaccionardespuéscon la putrescinaformando espermidina.

Asimismo, Thongy colegas(1987)destacanqueTi. vagina/lsescapazde sintetizarSAMe a

partir de L-metioninaexógenay posteriormenteemplearlocomodonadorde gruposmetilo

en la metilación de lípidos (fosfolípidos), ácidos nucleicos, y posiblementeproteínas.

Finalmente,los autoresdestacanel catabolismodeL-metioninaatiolesvolátiles(metanotiol)

e introducenla posibilidad de que estoscompuestosintervenganen las interaccionesdel

parásitoconel hospedadory los otrosmicroorganismospresentesen la vaginahumanay su

expresiónpatogénica(Thongeta!, 1987).

Habiendosido establecidala relaciónentreSAMe y diferentesrutasdel ¡nétgbolismo

intermediariodeIT. vagina/ls,esposibleconcluir queel potencialefectoinmunomoduladordel

fármacoenel modelomuriuio sehavisto parcialmenteenmascaradoporel efectoqueel mismc*~.

tienesobreel parásitoy suexpresiónpatogénica.
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5.5.4. Sobrelos extractosvegetalesensayadosen el modelodeinmunomodulaciónde

IT vagina/ls: DIFUR (Polypodlum decumanmon), saponinas (Quil/aja

saponaria),PAL (Polypodiumleucotomos)y CTP

El fármaco DIFUR de laboratoriosCantabria se ha introducido en el modelo

experimentalde Ti vagina/lsporsu homologíacon el extractoPAL de ASAC Pharmnceutica/

JnterantionalA.I.E.conun resultadoextraordinarioe inesperado;aunqueambosparecenser

extractosvegetalesdePo/ypodlum,mientrasqueel tratamientoconPAL disminuyelaslesiones

provocadasporla infecciónparasitaria,el fármacoDIFUR exacerbalas mismas,y porende

dicho tratamientoincrementade manerasignificativael índicede patogeniarespectoa un lote

controlno tratado.

Segúnsehapodidosaberatravésdeun informecientíficodeASAC, la diferenciaentre

ambosextractosvegetalespareceradicaren su origennatural;porcuantosegúnCantabria,el

extractoCalaguala,originario de Honduras,estáconstituidopordiversasespeciesdelgénero

Po/ypodlum(P. decumanum,P. leucotomos,...),mientrasqueelextractovegetaldeASAC está

constituidoúnicamenteporP. /eucotomos(o P. aureum).

Porotraparte,los procedimientosde extraccióntampocosonidénticosporlo quees

muy pocoprobablequecoincidanlos principiosactivosseleccionados.De DIFUR seconoce

su eficaciafrentea psoriasis,dermatitisatópicasy artritis medianteun mecanismode acción

quesesuponevulneraalgunode los intermediariosde la respuestainflamatoria,en particular,

seha indicadoun sulfolípido que antagonizael factor activadorde plaquetas(PAF), que

intervieneen la agregacióny degranulaciónde leucocitos,inhibición de la proliferaciónde

linfocitose incrementode la permeabilidadvasculary quimiotaxisde neutrófilos.Asimismo,

seha demostradoque el extractoDIFUR exhibe cierta inhibición dosis-dependientede la

#ntesisdeleucotrienosB4 enleucocitoshumanos.Estaactividadinhibitoria parecesercausada

por los ácidosgrasospoliinsaturadoslinoleico, linolénico y ácido araquidónico.Dicho

leucotrienoB4 esun mediadorantiinflamatorioaisladoen cantidadesanormalmenteelevadas

en la piel psonasíca.

Finalmente,el extractoDIIFUR ha fracasadoen mostraractividadinhibitoria sobrela
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enzimaciclooxigenasa(COX-2), por lo que secomprendela escasaeficacia del producto

naturalen el controlde determinadosprocesosinflamatorios.

Si DIFUR parecedestinadoal tratamientode procesosinflamatorios agudoses

comprensiblelaescasaeficaciamanifestadaen el modeloexperimentalde Ti vagina/ls,donde

la infección intraperitonealprogresabajoun patrónde hipersensibilidadretardada.Porotra

parte,silos AINTEs ensayados,inhibidoresde la ciclooxigenasa,favorecenla disminuciónde

las lesionesy el tratamientocon DIFUR, incapazde inhibir la enzima,produceun incremento

de las mismas,entoncesmerecelapenacuestionarsesi la actividadciclooxigenasapudieraser

crítica en la evoluciónpatológicade las lesionesabdominalesy la mortalidadmurinaen el

modelode Ti vagina/ls.

La incorporaciónde un extracto bruto de Quil/aja saponariaen el modelo de

inmunomodulaciónde IT. vagina/lsha permitido verificar la capacidadadyuvantedel extracto

sobrelas defensasinmunológicasdel organismoquerecibela infecciónparasitaria.

La composiciónbásicadelextractode Q. saponariaconstadetriterpenoidesglicósidos

de esterolesy taninos(Oakenfiill, 1981)y elconocimientode suspropiedadescomoadyuvante

inmunológicose remontana principios de la centuria(Mosmann& Coffman, 1989). Más

recientemente,se ha ensayadola actividad inmunomoduladorade las saponinasiii vitro,

señalándoseque a muy bajasconcentracionestienencapacidadparainducir la proliferación

celularen cultivos de linfocitos (Chavalieta!, 1987).

Los mecanismosde acciónque inducenla división celular se debena la naturaleza

surfactantedeestoscompuestosy su potencialcapacidadparainducircambiosen lasuperficie

celular.

Las saponinaspuedenincrementarla permeabilidadde las células a nivel de las

membranas(Álvarez& TorresPinedo,1982).Talescambiosen los microambientesde las

membranascelularespermite incrementarel transportede micromoléculas,lo que incluye

señalestransmembranay la subsecuentedivisión celular(Coo~iér, 1973).Uno de los factores

que afectanel microentornocelularpudierafavorecerla uniónde ligan4osmitogénicosa la
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superficie celular (Singer & Nicolson, 1972). En este sentido, el agentemitogénico

fitohemaglutinina(PHA) ejercesu efectoatravésde la alteraciónde los microentomosde la

superficiecelulary la consecuentemodificaciónde los eventosdel transportetransmembrana

(Cooper,1973).Por suparte,la concanavalina(ConA) es un mitógenocuyo mecanismode

acciónimplica el incrementode la síntesisde colesterol(Edelman,1976;Yahare& Edelman,

1972).

SegúnChavali et a! (1987),las saponinasadministradasoralmenteincrementanla

proliferacióncelularin vivo, inducidapor la activaciónde las célulasTh. Comoporvía oral

las saponinasno pasanala circulación(Sidhu& Oakenfull, 1986>,no estáclarocomodichos

adyuvantesproducenla estimulacióndel sistemainmunitario. Secreeque estoscompuestos

tieneun efectoinicial sobreel sistemainmunológicode lasmucosas,el cualcausala activación

delascélulasTh(cooperadoras)e inducela secrecióndefactoressolubles.Laentradadeestos

mediadoresdentrode la circulacióninicia unamultitud de procesoscelulares.Los factores

solublesactúan como una señalsecundariano específicapara las células en división y

diferenciacióncomocélulasinmunocompetentes.

Laspropiedadesbiológicasde las saponinasde Q. saponarialesconviertenenbuenos

candidatosparala acciónadyuvanteen vacunas,siendoconsideradasporproducirunalenta

liberacióndel antígenoen la circulacióny su subsecuentelocalizaciónen el hígadoy el bazo

(Scotteta!, 1984).Desafortunadamente,algunassaponinassonaltamentehemolíticas(Price

et aL, 1987),y causanun dañotisular local en el sitio de la inyección(Allison et al., 1986).

Comparadacon la administraciónparenteral,sin embargo,laadministraciónoral de saponinas

esbien toleradaa mayoresconcentraciones(Drakeeta!, 1982;Phillipseta!., 1979).

La inmunomodulaciónproducidapor formulacionesde Q. saponaria generala

estimulaciónin vivo de la interleucina12 (11-12)y su efectosobrela respuestahumoral.

La capacidadde los adyuvantesparaactivar la presentaciónantigénicade las células

durantelainduccióndela respuestainmuneprimariaesdeimportanciacríticaparael desarrollo

de la inmunidadprotectoraa numerosospatógenos.La IL-12, producidapormacrófagosy
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otrascélulaspresentadorasde antígenos(D’Andreaeta!, 1992; Macatoniaet aL, 1995),es

un potenteinductorde la expresiónde y-IiFN a travésde las célulasT y NR (Chanet a!,

1991). Deotra parte,esun importantefactoren el controlde la diferenciaciónde las células

Th (Hsieheta!, 1993),favoreciendola expansiónde los linfocitosIhí (Sedereta!, 1993)y

suprimiendola diferenciaciónde los Th2 (Sedereta!, 1993;NIanetti eta!, 1993),un efecto

probablementemediadopory-IIFN (Wynneta!, 1994; Gatelyeta!, 1994).

En el modelo experimentalde inmunomodulaciónde Ti vagIna/ls, los animales

infectados,querecibenporvíaoralel extractobrutodeQ. saponaria,presentanel mismonivel

de lesionesquelos testigos(notratados).Estacircunstanciaparececoncordarconlo expuesto

respectoa la actividadestimulantede la respuestainmunitariade tipo Thl que sele atribuye

alas saponinas.Si la expresiónpatogénicadelaslesionespresentesenla infecciónexperimental

de Ti vagina/lsvienereguladafundamentalmenteporunfenómenodeinmunidadmediadapor

células,cualquieradyuvanteinmunológicoqueactúeenla mismalíneafavorecerála presencia

de las lesiones.

En cualquier caso, la dosis ensayadade 400 mg/Kg/día, los días -10,-5 y O

postinfección,ha producidola muertede un significativo númerode ratones,por lo quese

recomiendala segundaempleadade 200 mg/Kg/día(-l0,-5 yO díaspi.) que, si biencuando

seadministrade formaaisladano disminuyelas lesiones,cuandosecoadministracon PAL o

CTP produce un efecto sinérgico que incrementa exponencialmentela capacidad

inmunomoduladoradelos extractos,disminuyendodemaneraespectacularlaslesionesdebidas

a la infeccióncon Ti vagina/ls.En cuantoala toxicidad,Phillips etaL (1979)señalaronque

una concentraciónde saponinaspurificadasde 14 mg/ratón/díapareceinocua.

Elprimerextractovegetalconactividadinmunomoduladoraensayadohasido PAL, de

P. leucotomosquepresentaunareconocidacapacidadparamodificar la respuestainmunitaria

frenteadiferentespatologíascomola dermatitisatópica(Jiménezy col., 1986), la psoriasis

(Piñeiro, 1982; Vargasy col., 1983),el vitiigo (Mohammad,1989)o la esclerosismúltiple

(Carreñoy de Castro,1994).
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Parala evaluaciónde la actividadinmunomoduladoradel extractoPAL en el modelo

experimentalde IT vagina/lssehanestablecidola dosisy pautadetratamientomásadecuadas.

La dosisinicial valoradade 4 mg/Kg/díaresultaser ineficazparapromoveruna actividad

inmunomoduladorasignificativa.Por su parte, las dosisde 20 y 40 mg/Kg/díamanifiestan

nivelessimilaresde inmunomodulaciónde la respuestadel sistemainmunitario, porlo quese

establecela dosisintermediaparael desarrollode las experienciassucesivas.

A continuación,sehan ensayadodospautasde tratamientopostinfección(pi.), la

primeradel 30 al 70 día p.i. y la segundadel 8~ al 120 día pi.; ambasparecenincapacesde

inducir un efecto inmunológicoaparente.Finalmente,unapautapreinfecciónde 10 díasha

resultadoidóneaparala expresióninmunomoduladorade los extractosvegetalesenel modelo

experimental.

Aúncuandola cepaderatonesBALB/c sehamostradola mássusceptiblea lainfección

intraperitonealde Ti vagina/ls,seha recurridoa lacepaNMIRI pararealizarla mayorpartede

los ensayosde inmunomodulaciónporun criteriodeeconomíay disponibilidaddeanimalesde

experimentaciónennuestrolaboratorio.Dehecho,sólosehanutilizado ratonesBALB/c para

las experienciasqueintroducentécnicasde ELISA indirecto,porel carácterconsanguíneode

la cepa.

En un principio, la elucidaciónde la respuestainmunomoduladoradel extracto PAL

se ha restringidoa la evaluacióndiferencialde las lesionespatognomónicasen el modelo

experimentalde IT vagina/ls.En todaslas experienciasrealizadasconPAL, a la dosisy pauta

de tratamientoprefijadas, se verifica una disminución del índice de patogenia(lesiones

abdominalesy mort lidad) de un 10% a un 20%respectoa los ratonestestigosno tratados.

La infecciónexperimentalconTi vagina/lsparecegenerarunarespuestainflamatoria

dehipersensibilidadretardadacoordinadaporcélulasTh1 predominantemente;el tratamiento

conelextractoPAL debeafectaral balanceinmunitarioThl/Th2, regulandonegativamentela

respuestapreponderante,lo quese traduceen la disminuciónde las lesionesen el maréode

dichomodeloexperimental.
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En sentidoopuesto,Cuéllary su equipo(1997)habíandemostradoquePAL inhibela

respuestaTh2 en ratonesinmunizadoscon larvasdel tercerestadio(L3) deAnisakissimp/ex

y adyuvantecompletodeFreundporvíaintramuscular.Y asimismo,DeaAyuelaeta! (1999)

hanindicadoqueel extractoPAL suprimela respuestaTIC generadafrenteaun extractocrudo

solublede larvasLi de Trichine/la spira/is. Teniendobienpresentequeen ambosmodelos

parasitarioslarespuestahumoral(TIC) esprioritaria, la inhibiciónde larespuestaThl, quese

produce en nuestros caso, parece evidenciar que PAL presenta una actividad

inmunomoduladorasensustricto, ya queescapazde regularcualquierrespuestainmunitaria

alteradao aberranteinducidapor el insulto inmunológicomedianteel control del balance

Thl/Th2.

La determinaciónséricaporELISA indirectode las citocinasIFN-y e IL-4 parece

confirmar la hipótesis sobre el tipo de respuestainmunitaria dominanteen el modelo

experimentalde Ti vaginalis. Deunaparte,IFN-y esun marcadorespecíficode la respuesta

mediadaporlinfocitos Thl (respuestacelular), y de otra, la IL-4 esun marcadoralternativo

de las respuestasmediadaspor linfocitos Th2 (respuestahumoral).

De tal maneraque, en la infección experimentalcon Ti vagina/ls(lote control), se

observaun incrementomuy significativo de JFN-y séricoque alcanzasumáximoel día+10

postinfección(6825pg/ml) y quedespuésdisminuyehastarecuperarlos nivelesbasales(870

pg/niJ).El tratamientoconPAL modulanegativamentelos nivelesséricosdeIFN-y quedesde

el nivel basaldesciendena358 pg/ml el 100díapi., conun máximorelativode 378 pg/ml (día

±15p.i.).

Porsuparte,en el ensayode determinaciónséricade 11-4 sepresentaun incremento

en el lote control, quetrasla infecciónalcanzasu máximoel día+10postinfección(43 pg/ml)

y que, posteriormente,disminuye hastalos niveles basales(19 pg/ml). En estecaso,el

tratamientocon PAL anticipael máximo nivel de IL-4 (46 pg/ml) al día +5 pi., aunque,

independientementedeldesfase,la dinámicadelasconcentracionesseaidénticaquelamostrada

porel lote control.
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El extractoPAL parece,pues,capazde adelantarel nivel máximode 11-4en el suero

de los ratonesBALB/c infectadoscon IT vagina/ls, aunqueno pueda incrementarsu

concentración.

Si bien, la evoluciónde las citocinasIL-4 e IFN-y en el modeloexperimentalde IT

vagina/lsdiscurreenparalelo,parecequela segundamuestraunamayorexpresión,queseve

drásticamentemoduladaal introducirel tratamientoconPAL, en cuyocaso,la anticipaciónen

los máximosnivelesséricosde IL-4 coincidecon la depresiónde los nivelesde lEN-y.

En cuantoala composiciónfitoquimica del extractoPAL, solamenteha trascendido

la existenciade sesquiterpenos,triterpenos,taninosy saponinas.De hecho,la calagualina,

aisladadeP. /eucotomos, esunasustanciaactivafrenteacélulastumoralespertenecienteaeste

último grupo.Lossesquiterpenosno volátilestienenvariaspropiedadesfarmacológicasentre

las quedestacanla citotóxica/antitumoraly la antiinflamatoria.Las lactonassesquiterpénicas

sonun subgrupode estoscompuestos,con mayorpotenciaenestasactividadespuesseunen

a gruposnucleófllos, formandobasesde Schiff, que producenel bloqueode numerosas

enzimas.Los terpenospresentancomplejosmecanismosde acciónqueafectantantoanivel

celularcomoamediadoresinflamatorios(Navarro,1998).Enestesentido,sehacomprobado

que mediantemecanismosque afectana los procesosde expresiónde proteínas,algunos

terpenosdisminuyenla biosíntesisdecitocinas.Así el ácidoacantoicoutilizado en la medicina

tradicional parael tratamientode enfermedadesreumáticas,suprimela liberaciónde 11-1 y

TNF-aenmonocitoshumanosestimuladosporsílice, sinafectaralos nivelesde otrascitocinas

comola 11-6(Kanget al., 1996).Porotraparte,los triterpenossonlaestructurabasede las

saponinas-de propiedadesantimicrobianas,antifungicasy expectorantes-y de glicósidos

cardiotónicos(Banthorpe,1991; Bruneton, 1991). En cualquier caso, carecemosde la

información suficiente para caracterizarel principio activo que otorga las propiedades

rnmunomoduladorasal extractoPAL.

La introduccióndeextractosconnaturalezainmunomoduladorahapermitidoun mayor

conocimientode la regulaciónde la patogeniay la respuestainmunea IT vagina/ls atravésde

la evaluaciónde las lesionesy la mortalidadsegúnel modelode infecciónexperimental.
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En el análisis del extractovegetal CTP, ensayadoen el modelo experimentalde

inmunomodulaciónde Ti vagina/ls,sehanmantenidoladosisy pautadetratamientode PAL

parapoderestablecerunaevaluacióncomparativaentreambos.

LasexperienciasrealizadasconCTPmuestranunavigorosaaccióninmunomoduladora

del extracto,que setraduceen unadisminuciónde la patogeniaen torno aun 15%respecto

al lote testigono tratado(control).

Nuevamente,el estudiode las citocinas11-4 e IFN-y presentesen los suerosde los

lotes experimentalesmediantela técnicade ELISA indirecto facilita la interpretaciónde

nuestrosresultados.Si el lote controlpresentala máximaconcentraciónde IFN-y el día±10

pi. (6825 pg/ml), el extractoCTP modula negativamentedichosniveles, alcanzandoen el

mismoperiodounaconcentraciónde 648 pg/ml.

No obstante,los perfiles de lEN-y de los extractosvegetalesensayadospresentan

dinámicasmuy diferentes;si bienel lote tratadocon PAL desdeel nivel basal(870pg/ml enel

día-5 pi.) desciendehasta179 pg/ml el díade la inoculación,parafinalmentemantenerseen

358 pg/ml el día±10pi.; porcontra,el lote tratadocon CTP desdeel nivel basal(880pg/ml

eneldía-5pi.) asciendeligeramentehasta1771 pg/mleldía0paradescenderprogresivamente

hasta127 pg/ml el día+15 pi.

Asimismo,el lote tratadoconCTPmuestraun abruptoincrementode11-4quealcanza

su máximaexpresiónel día de la inoculacióndel parásito(45 pg/ml) y que disminuye

paulatinamenteamedidaque progresael tiempode observaciónexperimental(32 pg/ml).

Teniendoen cuentaquelos nivelesde 11-4 en el lote control sonde 43 pg/ml (+10pi).

Porotraparte,destacamosque el extractoCTP potencialaproducciónde IL-4, alcanzando

el máximoinclusoantesde recibirel insulto inmunológico,10 díasantese independientemente

dela infecciónexperimental,lo queproducelainhibicióndela expresiónserológicadel lEN-y.

En cuantoala composiciónfitoquimica de CTP seha señaladola presenciadeácido

fumáico, ~-sitosteroly taninos.El ¡3-sitosterolpresentaactividadantiinflamatoriacuandose
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administraporvía oral/intraperitoneal,aunqueesincapazde inhibir la actividadenzimáticade

las ciclooxigenasay lipooxigenasa(Breu et a!., 1992). Se ha demostradoque afectanal

comportamientode las membranasplasmáticasproduciendomodificacionesen su estructura

y composición(Aaradeta!, 1996),cambiosen sufluidezy permeabilidady alteracionesenla

actividadde numerosasenzimasunidasaestasmembranas(Hennessey,1992).Porotro lado,

Lozoyaeta! (1995)demuestranla actividadinhibitoria del crecimientoque presentanlos

taninosen otro extractoMMT (Mimosatenuijiora). No obstante,sedesconoceel principio

activo responsablede la actividadinmunomoduladora.

Según Rodero (1998), el extracto CTP parecedeprimir la respuestahumoral T-

dependientepotenciandoelcambiodeclaseinducidoporantígenostimoindependientesdetipo

II en un modelo experimentalde inmunizaciónde antígenosde LIII de Anisakissimp/exy

adyuvantecompletode Freund.

Porotraparte,nosplanteamossi la actividadhepatoprotectoraquecitan(ASACXVII,

1998)ha podido interveniren la disminuciónde laslesioneshepáticasqueseproducenen el

modeloexperimentalde Ti vagina/ls.Enapoyodeestahipótesis,(ASAC XVIII, 1998)revelan

por estudioshistopatológicosen ratael incrementode los procesosde regeneracióntras el

tratamientocon el extracto.

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

PAL±saponinas,CTP+metamizol,CTP+saponinasy, finalmente,PAL+CTP.

El sinergismoimplica quedosagentesterapéuticostrabajenparaproducirun efecto

mayorqueel esperado;existiendounaampliavariedaddemecanismosporlos cualessepuede

producirun efectosinérgico(Hlatky & Whittemore,1991).

El extractoPAL queseadministracon la dosistriple de saponinasorales~tdduceun

extraordinarioefectosinérgicoenladisminucióndelapatogenia,aproximadamente’déun 15%

respectoa los testigosno tratados.Estacircunstancia,esaúnmássorprendenteporcuantolas

saponinasindividualmenteno produjeronningún efecto significativo. Si como se señaló
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anteriormente,las saponinasde Q. saponariapotencianla respuestaThl a travésde la

activacióndela IL-12 pareceparadójicoel comportamientosinérgicocon PAL queinhibe la

respuestaThl enel modeloexperimentalde Ti vagIna/ls.A no serqueel mecanismode acción

dePAL comoinmunomoduladorrespondademaneramáseficazcuantomayoresel estímulo

(infecciónexperimental+adyuvante).Estahipótesisrequerirádeexperienciasadicionalespara

suconfirmación.

El sinergismo entre CTP+saponinases, quizás, más discutible, por cuanto la

disminuciónde la patogeniadel 15% es similar a la producidaen el ensayo con CTP. El

extracto,probablemente,anticipalos nivelesde 11-4regulandonegativamentela inducciónde

la expresiónde lEN-y procedentede la infecciónde IT vagina/lsy del adyuvante.De todos

modos,el efectoinmunomoduladorde CTP pareceimponersefrentea las saponinas.

El resultadode lacoadministracióndePAL±metamizoly CTP+metamizolresultamuy

sorprendenteporinesperado,ya queseproduceel antagonismodelos componentes,quepor

separadofavorecenla disminucióndela patogeniaen el modeloexperimentalde Ti vagina/ls.

En el terrenode las hipótesisse ha planteadola posibilidadde queentrelos AINEs y

los extractosseestableciesealgúntipo de competencia,pe.enel transportesanguíneoatravés

de proteínas plasmáticas que indujese la pérdida de la eficacia antiinflamatoria e

inmunomoduladora,respectivamente.

De otra parte, Tsuboi y colaboradores(1995) han descrito que los fármacos

ant~jnflamatoriosno esteroideosregulandiferencialmentela producciónde citocinasen los

linfocitos humanos,estimulandola producciónde LEN-y, 11-2 y TNF-a e inhibiendo, en

9ontraste,laproducciónde It-4 e 11-6.En el mismosentido,García-Alvarezy otros(1997)

enun modelode sepsisquirúrgicaconfirmanquemetamizolfavoreceladisminucióndela IL-4

e 1L-6. Estos resultadospodríanexplicar la contraposiciónentrelos extractosvegetalesy

metamizol,perocomplicanlajustificacióndel comportamientodemetamizolenuntratamiento

único.
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Finalmente,la sinergiaque se produceen el tratamientode PAI±CTPes la más

extraordinariade las ensayadas,la disminuciónde la patogeniasesitúaen tomo al 20%, y

pareceaunarambosefectosinmunomoduladoresquetiendenainhibir la respuestainmunitaria

ThI predominanteen el modelo experimentalde Ti vagina/ls.Los diferentesmecanismosde

acción en los que intervienenPAL y CTP parecenexplicar la resultantesinérgica del

tratamientocon ambosextractos.

Enconclusión,sedebeseñalarqueal prometedorfuturo delos extractosvegetalesPAL

y CTP como inmunomoduladores,esprecisoañadir,un no menoshalagíleñohorizontea la

administraciónsinérgicade ambos,o bien, ala intervenciónde agentesadyuvantesde origen

vegetal,comolas saponinas,quedisponganla respuestainmunedel hospedadory facilitensu

modulación.
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6.-CONCLUSIONES

¡a~~ La eficacia de las tiadiazinasdisustituidassobreTrichomonasvagina/ls no está

relacionadacon la introducciónde radicaleslípófilos enposición3. Así,a la seriede

los finfuril derivadospertenecenlos compuestosmásactivosdela serie,tantofi vdro

comoin vivo.

2~.- Laanalogíaestructuraldela seriedeaminasacomplejadascon Cu2~conderivadosde

lastiadiazinasdisustituidasdebeserlacausadelainteresanteactividadtricomonicida

de alguno de los compuestosde la serie. No es el caso de las tiazepinasy

benzotiazepinas,cuyaanalogíaconlasfenotiazinas,productosdereconocidaactividad

antiprotozoósíca,hizopensarapriori enla posibilidaddeencontraralgúncompuesto

activo.

32 - Considerandolacomplejidadde la interacciónparásito-hospedadorqueseestablece

trasla infecciónsistémicaconTi vaginalis,la validacióndel modelomurinoparala

detenninaciónde lapatogeniaexperimentaldelparásitodeberealizarseconunacepa

dereferencia,ennuestrocasolaCI -NIH (ATCC),de contrastadavirulencia,afin de

no introducir factoresde variabilidadenel sistema.

42 Los ratones consanguíneosde la estirpe BAiLB/c han mostrado la máxima

susceptibilidada la infección intraperitonealcon Ti. vaginalis, si bien los NMRI

respondendeformaadecuaday desarrollanlesionesreproducibles,porlo quesonuna

alternativaválidasiemprequela relacióncoste/previsiónde resultadosno justiflque

la utilizaciónde animalesconsanguíneos.

~ La evaluaciónde la patogeniaexperimentala los 30 díasde la infecciónno aporta

mayorinformaciónque la obtenidaen 15 días,siempreque seinocule un número

suficientede parásitos(í0~ tricomonas/ratón).
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a

El modelomurinode infecciónintraperitonealdetectadiferenciassignificativasen la

patogeniaexperimentalde los aislamientosclínicosestudiados,porlo quesepropone

su aplicaciónen ensayosde caracterizaciónbiológicade cepasde Ti vagina/ls.

7a El análisisestadísticoaplicadoa la valoraciónde lapatogeniaclasificacorrectamente

el 100%de losaislamientosclínicosestudiados,lo queconfirma la validezdel baremo

utilizado. De otra parte, subraya la importancia del factor lesionesfrente a la

mortalidad,siendola lesiónhepáticala másrepresentativade lapatogeniaexperimental

de Ti vagina/ls

8½ Los ratonesBAIB/c infectadosintraperitonealmentecon Ti vagina/ls sufren un

drásticoincrementoen los nivelesséricosdeLEN-y, que alcanzala concentraciónmás

alta en el periodo de máxima mortalidad, registrándosesimultáneamenteniveles

significativos de It-4. En consecuencia,el escenarioinmunológicogeneradotras la

infecciónescompatiblecon un procesoinflamatorio reguladoporunarespuestaThl

y en menor medida TIC. El tratamientocon inmunoestimulantes,que exacerbala

patogeniaexperimental,e inmunosupresoresy MiNEs,queladisminuye,confirmadicha

interpretación.

1 0a• - El tratamientoconel extractodePolypodiumleucotomos(PAL), previoala infección,

suprimela respuestadominantedisminuyendola concentraciónde1W-y, alavezque

anticipael nivel máximode11-4; porlo quepresentaunaactividadinmunomoduladora

sensustricto, regulandola respuestainmunitariamedianteel control del balance

Th1 /Th2.

1 1a•~ El tratamientocon el extractoCTP provocaunadisminuciónde los nivelesséricosde

IFN-y, siendoel aumentode11-4previoe independientede la infecciónexperimental.

Trassu administraciónconjuntacon PAL, seproduceun incrementosignificativo en

los nivelesde IL-4 con posterioridada la infección.Ello unido al menordesarrollode

lesionesenlos animalesinfectadostrasel tratamientodemuestrael efectosinérgicode

ambosextractos.
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I2~ La utilización de un extracto de Quillaja saponaria como adyuvante, mejora

considerablementela eficaciatantode PAL comode CTP, lo queconfirmael efecto

inmunopotenciadorde las saponinas.
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ANEXO 1

HIPERSENSIBILIDAD DE TIPO IV (O RETARDADA).

En términos generales, y segúnlaclasificaciónde Coombsy Geil, lahipersensibilidadde
tipo IV incluye aquellasreaccionesque tardan en desarrollarse más de 12 horas tras una

estimulaciónantigénicaapropiada,implicandomecanismosmáspropiosde la inmunidadcelular
quede lahumoral. Aquí seincluyentodasaquellasreaccionesmediadasporcélulascapacesde
generardañostisulares,lo quesuponela incorporaciónde los mecanismosinmunopatológicos
provocadospor lascélulas1 citotóxicas.

Sonreaccionesinflamatoriascomplejas,enlasquedeentradaintervienenniacrófagosy
fibroblastos,para posteriormenteenifitentarsea un antígeno,requiriendo la participaciónde
linfocitos1 sensibilizadosquedañanlos tejidosdelhospedador.Fundamentalmente,estareacción
semícia por las citocinasde los linfocitos Ihí que atraeny activanmacrófagos,célulasNK,
linfocitos citotóxicosy neutrótilos.

A diferenciadeotrasformasde hipersensibilidad,la detipo IV no puedetransferirsede
un animal a otro medianteel suero,pero sí por las células 1 (células Ihí en los ratones).
Obviamente,estáasociadaconlainmunidadprotectoramediadaporcélulas1, aunqueno siempre
hayunacorrelacióncompletaentrehipersensibilidadretardadae inmunidadprotectora.Enotras
ocasiones,
los mecanismosimplicadosprovocandañostisularesdebidosaefectossecundariosindeseables
quesurgenararzde la acciónantimicrobiana,o biende derivadosde suacciónfrenteaantígenos
no microbianos,p. e. alérgenos.

Los tiposmis comunesdehipersensibilidadretardadasonporcontacto,tuberculínicay
granuloniatosa.

La hipersensibilidadgranulomatosase produce,habitualmente,a consecuenciade la
presenciade un microorganismou otraspanículas,que la célula es incapazde destruir.En
ocasionespuedeestarcausadapor lacontinuapresenciade inmunocomplejos.

Losgranulomasestánformadosporla agregacióny proliferacióndemacrófagosy pueden
persistirdurantesemanas.Estareacciónes,porsusconsecuenciasclínicas,lamásgravede todas
lasrespuestasdehipersensibilidadretardada.La complicaciónparaidentificarel tipoderespuesta
de hipersensibilidadseacrecientacuandolos4ifcrentcstipos de reacciónse solapano bien
ocurrensecuencialmentetrasun solo estímuloantigénico.

Asimismo,lainterpretaciónfuncionalsobrela regulacióndelarespuestainmunitarianos
obligaa pensarquela supervivenciadelparásitorequierela reduccióndc la inmunidadmediada
porcélulasdelhospedador.
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Mecanismo general de las reacciones de hipersensibilidadretardada(DTH):

a) Fasedesensibilización:Reconocimientodelantígenoextraño,supresentaciónacélulas
T virgenes (que no hanentradoen contactocon el antígeno)y la posterioractivaciónclonal de
las mismas. En los ganglioslinfáticos, los linfocitos Thl se activan, se expanden clonalmente y
dan lugar a una poblaciónmemoria,ya sensibilizada frente al antígeno.

b) Fasedeprovocación:Enlaque el segundocontactoconel antígenodesencadenauna
respuestaDIII completa,contresetapasdiferenciadas:

- Etapade activación:Lapresentacióndel antígenoy laproduccióndeotrascitocmasco-
estimuladorasporpartede la célulaspresentadorasde antígeno(APCs) comola IL-1 activanlos
linfocitos Ihí CD4 que, una vez activados,comienzanla producciónde citocinasparael
desarrollode la faseefectora.

• IL-2, de acciónautocrinay paracrina.Esla claveen los procesosde activacióndel
linfocito T y necesariaparala síntesisdelIFN-y e INF-czy linfotoxina.

• IFN-y, mediadorde larespuestaDIII, siendosusefectosprincipaleslaactivaciónde
macrófagosy el aumentoen la expresiónde moléculasde claseII sobreAPCs:
macrófagosy célulasendotelialesfundamentalmente.

• TN?F-~ o linfotoxina (LI). Aumenta la capacidadde las células endoteliales para

reclutary activarleucocitos.

- Etapa efectora que se subdivide en:

a. Desarrollo de una reacción inflamatoria localizadamediantela regulaciónde las
célulasendotelialesvascularesdelprocesoinflamatorio.

a.1.) Producciónde prostaciclinas(PGJ2),NO y quimiocinas(IL-8) que actúan
comofactoresquiniioatrayentesquefavorecenla extravasaciónleucocitaria.

a.2.) Porotro lado, TNF-a,inducenla expresiónsecuencialmentede moléculas
deadhesióncomoE-selectina(adhesióntempranadeneutrófilos)y VCAM-
1 e ICAM-l, que permitenel posterior reclutamientode monocitos y
linfocitos 1 haciael lugar inflamatorio.

b. Fasede resolución,en la que los macrófagos,últimas células efectorasen las
reaccionesDIII, activadaspor‘FN-y queeliminaelantígenodesencadenantedetodo
elproceso.Al tiempoqueseliberanmediadoresinflamatorios(PAF)y otrascitocinas
IL-l, TNIF-a.

Desdeel punto de vista parasitológico,estahipersensibilidades la responsablede las
patologíashepáticasenla esquistosomosis,los granulomasproducidosporlaslarvasmigratorias,
las inflamaciones de la leishmaniosis,algunas lesiones producidaspor ectoparásitos,y
probablementepartede las lesionescardíacasde la enfermedadde Chagas.
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ANEXO II

Las citocinas segúnsuorigeny susefectossobrelas célulasdiana (Abbas et al., 1995),
se clasifican como: factores de crecimiento hematopoyético, interferones, linfocinas, monocinas

y qumMocmas.

Factoresdc crecimientohematopoyético

NOMBRE EFECTOS

Factoresestimulantedc coloniasdegranulocitos -Favorecelaproducción.maduracióny diferenciación
(G-CSF) deprecursoresneutrófilos.

-Aumentala actividaddeneutrófilosmaduros.

Factorestimulantede granulocitosmacrófagos -Favoreceel crecimientoy diferenciaciónde células
<GM-CSF) progenitorasmultipotenciales.

-Actúa sobre la diferenciación dc granulocitos y

fagocitosmononucleares.

Factorestimulantedecoloniasdc monocitos
macrófagos(M-CSF)

-Favorece la producción ir diferenciación de
monocitos.

Interferones

ÑoMnm~ FUENTECELULAR 1. EFECTO

Interferón-cz(IFN-t) Monocitos/macrófagos
LinfocitosB
CélulasNK

-Inhiben la replicaciónviral, ya
que favorecen la síntesis de
proteínas que inhiben la
replicaciónde ADN o ARN viral.
-Inhibenla proliferacióncelular.

Interferón-~(lEN-ji) Fibroblastos -Activana lascélulasNK.

Interferón-y (LFN-y) Linfocitos T
CélulasNK

-Es el principal activador de
macrófagos,a partir de linfocitos
T, favoreciendola formación de
radicaleslibres.
-Aumenta la expresión de

moléculasdeclase1 y II delCMH.
-Favorece la diferenciación de
linfocitosT y B.
Activador de la generaciónde
especiesreactivasde oxígeno en
neutrófilos.
-Estimulala actividadcitolítica de

célulasNK.
-Activa las células endoteliales
parala expresiónde moléculasde
adhesión.
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Linfocinas

mbre 3 Fuente lula Efectos

Interleííc¡na-2(iL-2) Linfocitos T activados -Factorde proliferaciónautocrino
y paracrinodelinfocitosT.
-Factor de proliferación de
linfocitos13. Favorecela secreción

de anticuerpos.
-Aumentalaactividadcitolíticade
lascélulas=4K.

Interleucina-3(IL-3) Linfocitos T
Célulascebadas

-Estimula la diferenciación y
proliferación de células
hematopoyéticasen la médula
ósea.
-Promueve la proliferación y

desarrollode célulascebadas.

Interleucina-4(1L-4) Linfocitos T
Célulascebadas
Basófilos
Macrófagos

-Factor de proliferación y
diferenciación de linfocitos E.
Favorece la secreción de
anticuerposIgE.
-Induce la diferenciación de
linfocitos.
-Activa la célulaendotelialparala
expresión de moléculas de
adhesión específicas para
linfocitos, monocitosy cosinófilos.
-Factor de proliferación de
mastocitos.
-inhibe la activación de
macrófagos.

interieucina-5(IL-5) Linfocitos Th
Célulascebadas
Eosinófilos

-Estimulala proliferacióny activa
lasfuncionesdeloscosinófilos.
-Favorece la diferenciación de
linfocitosB.

Interleucina-6(IL-6) Linfocitos T
Monocitos/macrofagos
Célulasendoteliales
Fibroblastos

-Efectossistémicos:
Estiniula la producción de

proteínas de fase aguda en
hepatocitos.
Actúacomopirógenoendógeno.
Favorecelaproliferacióndecélulas
madrehematopoyéticas.
-Efectoslocales:
Factor de crecimiento y

diferenciacióndelinfocitosE y T.

Interleucina-9(LL-9) Linfocitos T -Incrementalaactividaddecélulas
cebadas.
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1Nombre 1 Fuente celular Efectos
Interleucina-lO(IL-lo) Linfocitos Th

Macrófagos
LinfocitosB

-Inhibe la activaciónde linfocitos
T mediadapormacrófagos,ya que
disminuye la expresión de
moléculasde claseII del CMII y
la secreciónde citocinasen estos
macrófagos.
-Favorece la proliferación y

secreción de anticuerpos en
linfocitos13.

Intcrleuc¡na-13(IL-13) Linfocitos T -Inhibela producciónde citocinas
enmonocitos/macrófagos.
-Estimula el crecimiento y
diferenciaciónde linfocitos B, así
comola secrecióndeIgE.

Interleuc¡nas-14(IL-14) Linfocitos T -Favorece la proliferaciónde
linfocitosE activados.

Linfotoxina Linfocitos T -Activadordeneutrófilos.
-Activador de célulasendoteliales
parala expresiónde molécualsde
adhesióny secreciónde citocinas.

Monocmnas

t Efectos dc (IL-i)
Efectoslocales -Sobrecélulasendoletiales -Favorece la expresión de

moléculasdeadhesiónespecíficas
paraneutrófilosy monocitos.

-Sobrelinfocitos -Favorece la proliferación y
activaciónde linfocitosE y T.

-Inducela expresióndel receptor
paraIL-2.
-Induce la expresióngénica de
linfocinas.

Efectossistémicos -Sobreel hipotálamo

-Sobreel hígado

-Sobrela médulaósea

-Sobreel metabolismo

-Produce fiebre mediadapor la
generacióndePGE2.
-Incremento en la secreciónde
ACm por partede la hipófisis
produciendotantola liberaciónde

glucocorticoidesendógenos.
-Inducción de la síntesis de
proteínasdefaseaguda.
-Estimulaciónen la producciónde
factores de crecimiento
hematopoyético,favoreciendo la
leucocitosis
-Caquexia.
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Monocinas

___________________________ ¡ Efectosdel TNF-a __________________________
1

-Sobrecélulasendoteliales

-Sobreleucocitos

-Induce la expresión de moléculas
de adhesión.

-Activa a monocitos/macrófagos.
neutrófílos, cosinófilos para
combatir microorganismos.
-Inducela produccióndecitocinas
en monocitos/macrófagos(It- 1,
IL-6, quimiocinas y el propioTNF-
a).
‘-Potenciala lisis mediadapor
al aumentar la expresión
moléculasdeclase1.

Te.
de

Efectossistémicos -Sobreel hipotálamo tFiebredependientedePGE
2.

-Sobreel hígado -Inducela síntesisdeproteínasde
faseaguda.

-Sobrela médulaósea -Inhibe la división de la célula
madrede la médulaósea,

-Sobrela coagulación -Activael sistemadecoagulación.
-Sobreel metabolismo -Produce caquexiapor inhibir la

liberaciónde ácidosgrasosde las
lipoproteinas. y alterar el

catabolismo de proteínas en
músculo.

1: Fuente celular’ Efe¿tos j..

Interleucina-12(JL-12) Monocitos/Macrófagos -Es el máspotenteactivadordelas
Linfocitos T célulasNEC para la secreciónde

IFN-y. Además favorece su
crecimientoy actividadcitolítica.
-Incrementala actividadcitolítica

de linfocitosTey macrófagos.
-Actúa sinérgicamentecon otras
citocinas favoreciendo la
proliferación de células

hematopoyéticas.
-Favorece la diferenciación de

linfocitosTE.
Inhibe la secreción de IgE en
linfocitos 13.

Interleucina-15(IL-15) Monocitos -Estiniula la proliferación de
Linfocitos T linfocitos T. con actividadsimilar
Célulasdel estromade la médula a la de la11-12.
ósea

Iv

Efectoslocales



Q iiimjo c¡ nas

1~ Nombre Fuentecelular Efectos1

Interleucina-8(IL-8) Monocitos/macrófagos
LinfocitosT
Neutrófilos
Célulasendoteliales
Fibroblastos,..

-Factor quimiotáctico para
neutrófilos,linfocitosTybasófilos.
-Activa los neutrófilos para la
liberacióndeenzimaslisosomales
y la generación de especies
reactivasde oxígenoy LTB.1.
-Favorece la adhesión de

neutrófilos y monocitosala célula
endotelial.

Proteínaquim¡otácticade
monocitos(MCP-1)

-

zMonocitos/macrófagos
FibroblastosLinfocitos E
Célulasendoteliales

-Factor quimiotáctico de
monocitos.-Estimula la liberación de
histaminapor basófilos.

-Regulala produccióndecitocinas
pormonocitos.

RANTES LinfocitosT
Plaquetas

-Factor quimiotáctico de
monocitos,linfocitos1, eosinófilos

y basófilos.
-Estimula la liberación de
histaminapor basófilos.
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