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INTRODUCCION.

Para la especie humana, sus microorganismos patdégenos y demas parasitos
forman parte inseparable de su historia. Desde tiempo inmemorial, el curso de la
humanidad se ha visto influido y hasta modificado por epidemias de enfermedades
infecciosas. Algunas de estas enfermedades todavia hoy representan una grave
amenaza. Pobreza, desnutricion, malas o pobres condiciones higiénicas, el aumento
de la urbanizacién, las migraciones, los movimientos sociales, las guerras, los millones
de refugiados, etc, son causas o factores que explican, no solo el aumento de ciertas
enfermedades infecciosas, sino también su resurgir. Protozoos parasitos de gran
importancia meédica son los causantes de malaria, tripanosomiosis, leishmaniosis,

amebiosis, toxoplasmosis y giardiosis.

Una de estas enfermedades, la leishmaniosis, origina importantes problemas
de salud publica y los esfuerzos que se estan haciendo para combatirla son aun
insuficientes. Alrededor de 12 millones de personas sufren leishmaniosis en todo el
mundo, amenazando a 350 millones de mujeres, hombres y nifios en 88 paises del
mundo, 72 de los cuales se encuentran en vias de desarrollo
(http://www.who.int/tdr/diseases/leish/direction.htm). La amplia diversidad tanto de las
formas clinicas de dichas enfermedades, como de las situaciones epidemioldgicas,
obliga a aplicar en cada foco principios y métodos de lucha especificos. Ademas, la
lucha contra las leishmaniosis suele estar obstaculizada por la ignorancia de la
verdadera prevalencia de estas enfermedades y por la subestimacion de los
sufrimientos e incapacidades que causan. Existe una gran preocupacion ante la
creciente propagaciéon de las leishmaniosis en el mundo. El kala-azar, si no se trata,
tiene una tasa de mortalidad elevada. Las formas mucocutaneas del Nuevo Mundo
son mutilantes y dificiles de tratar, mientras que el desfiguramiento producido por las
formas cutaneas tiene un impacto psicolégico permanente. Conviene hacer especial
hincapié en el riesgo que estas enfermedades presentan para la salud de los nifos, ya
que este grupo de edad es mas vulnerable y en él son mas probables los fallos en el

diagnostico.

Desde hace 10 afos las regiones endémicas se han extendido y ha habido un
incremento marcado en el numero de casos registrados. Esto esta relacionado con el

desarrollo econémico y con cambios ambientales y de comportamiento que
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incrementan la exposicion a los vectores, como por ejemplo nuevos asentamientos,
intrusién en bosques primarios, deforestacién, migracion masiva de zonas rurales a
zonas urbanas, urbanizacién rapida, nuevos esquemas de irrigacién, etc. Con
frecuencia creciente se registran casos de turistas que visitan zonas endémicas y
regresan a sus paises infectados. Entre la poblacion de la zona endémica, el riesgo
permanente de epidemia alimenta un miedo constante. Mas recientemente, la
superposicion de leishmaniosis visceral y SIDA ha desembocado en una nueva
entidad re-emergente: la co-infeccion Leishmania/VIH. En Europa, donde entre el 25%
y el 70% de los casos adultos de leishmaniosis visceral estan relacionados con el VIH,
los drogadictos por via intravenosa han sido identificados como la mayor poblacién de
riesgo. Factores de riesgo individual como la malnutricién y la inmunosupresién juegan
también un papel muy importante en el desarrollo de la enfermedad

(http://www.who.int/tdr/diseases/leish/direction.htm).

En la infeccion parasitaria, al igual que en la viral o en la bacteriana, el
organismo utiliza sus mecanismos de defensa para impedir tanto el establecimiento
como la multiplicacién de los parasitos, y trata de eliminarlos del cuerpo. A su vez, los
parasitos evolucionan también, procurando escapar de estas defensas, sobrevivir y
multiplicarse en el organismo que los hospeda. La investigacién en leishmaniosis, a
pesar de experimentar un incremento lento pero sostenido durante los afos
posteriores a la Segunda Guerra Mundial, sufrié de una ausencia de reconocimiento y
por lo tanto de financiacion. Pero afortunadamente, en los ultimos 30 afios el numero
de investigaciones y publicaciones en todos los aspectos de Leishmania y las

leishmaniosis han ido creciendo exponencialmente.

En la cuenca mediterranea la enfermedad es producida por la especie
Leishmania infantum. Si bien en el hombre, la infeccion tiene un caracter oportunista,
emergiendo en aquellos casos de severa inmunodepresion, en el perro la enfermedad
se manifiesta de forma mucho mas agresiva, planteando un serio problema de salud

publica

Se calcula que unos 250.000 perros podrian esta infectados en Espafia, de
ellos unos 15.000 se ubican en la Comunidad de Madrid, lo que supondria alrededor
del 5,5% del censo canino. Esta cifra se incrementa hasta 9,1%-11,1% en las

encuestas de seroprevalencia en perros vagabundos, llegando hasta el 30% en
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muestras de clinicas veterinarias, segun datos de la Comunidad de Madrid a través del

Programa de Vigilancia y Control de la leishmaniosis.

Las terapias comunmente empleadas consiguen mejoras clinicas temporales y
cambios en los parametros inmunolégicos. Sin embargo, el tratamiento normalmente
no impide las recidivas, ni elimina al parasito totalmente. Debido a la inexistencia de
una terapia efectiva para la leishmaniosis canina, nuevos farmacos, sistemas de
liberacion y estrategias de tratamiento son necesarias para conseguir una cura
parasitoldégica consistente en perros. Por ello, sin abandonar otras estrategias de
control, tales como el disefio de vacunas y la lucha contra los vectores, es necesario
continuar en la busqueda de nuevos sistemas terapéuticos que garanticen una

curacion total y minimicen los efectos secundarios.

Los perros consituyen un excelente modelo para estudiar la leishmaniosis ya
que actuan como pacientes, dianas para el control y un buen modelo para la
leishmaniosis humana porque los sintomas en el perro son similares a los
desarrollados en humanos (Peters y Killick-Kendrick, 1987). Sin embargo, la dificultad
para manejarlos hace a este modelo inapropiado para estudios en los que se requiera

gran numero de animales, por ejemplo durante los test de proteccién.

Por todo ello, en el presente trabajo hemos empleado el criceto dorado como
modelo de leishmaniosis visceral para la busqueda de nuevos sistemas terapéuticos
frente a esta enfermedad, ya que los parametros clinicos e histopatolégicos
observados en dicho modelo son altamente coincidentes con los encontrados en el

perro (Pearson y Queiroz-Sousa, 1996; Nieto y cols., 1999; Requena y cols., 2000).
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REVISION BIBLIOGRAFICA.

1. INTRODUCCION.

En 1903, Wiliam Boog Leishman y Charles Donovan, por separado,
describieron al protozoo ahora denominado Leishmania donovani, en tejido esplénico
de pacientes de la India con fiebre Dum-Dum o Kala-azar (Leishman, 1903; Donovan,
1903), enfermedad ahora denominada leishmaniosis visceral. Al mismo tiempo,
Ronald Ross describié con mas detalle, con el nombre de cuerpos de Leishman-

Donovan, los amastigotes del protozoo Leishmania (Ross, 1903).

Con el paso del tiempo se fue comprobando que algunas enfermedades
existentes en otras areas de diferentes continentes, se correspondian con la
leishmaniosis. Por ejemplo, los autores de la época no tardaron en diferenciar el
agente infeccioso responsable del Kala-azar en la India, L. donovani, del agente

causal del Kala-azar infantil en el Mediterraneo, L. infantum (Nicolle, 1908).

Un siglo después, muchas caracteristicas de las leishmaniosis y sus principales
sindromes (visceral, cutanea y mucosa) han permanecido igual, pero otras han
cambiado. Como antes, la epidemiologia de esta enfermedad ocurre periédicamente
en India y otras zonas del mundo, pero las leishmaniosis han emergido en nuevas
regiones, por ejemplo como infecciones oportunistas asociadas al SIDA. El diagnéstico
todavia se basa en métodos clasicos microbioldgicos, aunque se estan introduciendo
ya técnicas moleculares. Los antimoniales pentavalentes han sido la principal terapia
antileishmaniasica durante medio siglo, pero las formulaciones lipidicas de anfotericina
B (aunque muy caras y de administracién parenteral) representan el mayor avance
para tratar la leishmaniosis visceral. Son necesarios avances tecnolégicos en la
comprension de la respuesta inmune frente a Leishmania y la patogénesis de la
leishmaniosis para poder encontrar buenos meétodos de diagnostico, tratamiento y

prevencion de esta enfermedad (Herwaldt, 1999).

La leishmaniosis es una enfermedad causada por un protozoo intracelular
obligado que se transmite mediante un vector y se caracteriza por una gran diversidad

y complejidad. La leishmaniosis es endémica de areas tropicales, subtropicales y del
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sur de Europa, en zonas que van desde los bosques americanos hasta desiertos en el

oeste asiatico y, desde zonas rurales a zonas periurbanas (Desjeux, 1996).

LEISHMANIOSIS

12 millones de personas infectadas
350 millones de personas en riesgo
Visceral
Cutanea / Mucocutanea
¥Yisceral + Cutahea/ Mucocutanea

Distribucién de la leishmaniosis en el mundo (Handman, 2001).

Varios sindromes clinicos se engloban bajo el termino leishmaniosis:
leishmaniosis visceral, cutdnea y mucocutanea, que resultan de la replicacién del
parasito en el sistema fagocitico mononuclear a nivel visceral, de la mucosa dérmica y
de la mucosa nasoorofaringea, respectivamente. Estos sindromes son causados por
un total de 21 especies de Leishmania que son transmitidas por unas 30 especies de

vectores de mosquitos flebétomos (Shaw, 1994; Desjeux, 1996; Ashford, 1997).

Con algunas excepciones (la leishmaniosis visceral en la India y la
leishmaniosis cutanea causada por L. fropica), la especie humana es un hospedador
accidental de la infeccién y, otros mamiferos, como roedores o canidos, son
hospedadores reservorios. Sin embargo, la especificidad se encuentra a través de la
diversidad ya que especies particulares de parasito, vector y hospedador mantienen el

ciclo de transmision en una determinada zona ecoldgica (Ashford, 1996).

1.1. Filogenia y Taxonomia.

Leishmania es un protozoo flagelado que posee una uUnica mitocondria

asociada al kinetoplasto, tipico del Orden Kinetoplastida. Este Orden también incluye a
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los tripanosomas que dan nombre a la Familia Trypanosomatidae a la que pertenecen
los protozoos del Género Leishmania. El Género Leishmania, a su vez, se divide en
dos Subgéneros en funcién de en qué lugar del tracto digestivo del vector se
multiplique (OMS, 1990). De este modo, las especies de Leishmania, se pueden

clasificar en Hipo-, Peri- y Suprapilaria.

Las Hipopilaria son las mas antiguas desde el punto de vista evolutivo,
constituyen Sauroleishmania spp. y no son patégenas (Lainson y Shaw, 1987). Las
Peripilaria aparecen después en la escala filogenética, estdan agrupadas en el
Subgénero Viannia y se encuentran todas en el Nuevo Mundo, parasitando a
mamiferos como los perezosos y los osos hormigueros. Las Suprapilaria, como su
nombre indica, se multiplican en las porciones suprapiléricas (cerca de la probéscide
del vector) y parasitan a mamiferos, entre ellos el hombre, siendo las mas cercanas en

la escala evolutiva y constituyendo el Subgénero Leishmania.

Dentro del Subgénero Viannia se incluyen las siguientes especies: L.
braziliensis, L. peruviana, L. guyanensis, L. panamensis, L. shawi, L. lainsoni, L. naiffi,
L. colombiensis y L. equatorensis. Dentro del Subgénero Leishmania se incluyen las
siguientes especies: L. donovani, L. archibaldi, L. infantum (syn. L. chagasi), L. tropica,
L. killicki, L. major, L. gerbilli, L. arabica, L. mexicana (syn. L. pifanoi), L. amazonensis
(syn L. garnhami), L. aristidesi, L. enrietti, L. hertigi, L. deanei, L. turanica y L.

venezuelensis (Alvar, 2001).

Debido a las pocas diferencias morfoldgicas entre los diversos miembros del
género Leishmania, la clasificacién taxondmica esta basada en la enfermedad clinica
producida, las caracteristicas bioldgicas, geograficas y epidemiolégicas. Donde existen
mayores discrepancias es en la caracterizacidn como especie 0 subespecie, es decir,
en el empleo de términos bindmicos o trindmicos. Desde hace muchos afios se han
intentado hallar los caracteres taxondmicos mas idéneos y los estudios del parasito
han facilitado una comprension mas basica. Ejemplos de este enfoque son los
primeros estudios seroldgicos, la determinacion de serotipos por el factor de excrecion
y la caracterizacion bioldgica en cultivos, fleb6tomos y cricetos. Mas utiles han sido los
métodos de biologia molecular con el fin de descubrir las caracteristicas intrinsecas

del parasito que no se modifican por factores ambientales o propios del hospedador.
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Algunos de estos métodos han puesto de relieve dichas caracteristicas, que se utilizan

ahora para distinguir las especies o subespecies reconocidas (OMS, 1984).

Entre los métodos bioquimicos fenotipicos mas utilizados encontramos la
caracterizacion mediante isoenzimas y los anticuerpos monoclonales. Entre los
genotipicos esta el polimorfismo en el tamafo de los fragmentos de restriccion (RFLP),
la hibridacién con sondas del ADNk del kinetoplasto, la hibridacion con sondas de ADN
genomico (in situ, en manchas, por contacto o por aplastamiento) y la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) y sus variantes: RAPD y PCR-RFLP (Alvar, 2001).

La posicién taxondmica de L. infantum segun Cavalier Smith (1998) es la

siguiente:

IMPERIO O SUPER-REINO EUKARIOTA Dougherty, 1957
REINO PROTOZOA Goldfuss, 1818
SUBREINO NEOZOA Cavalier Smith, 1997
INFRA-REINO DISCICRISTATA Cavalier Smith, 1998
PHYLUM EUGLENOZOA Cavalier Smith, 1981
SUBPHYLUM SACOSTOMA Cavalier Smith, 1998
CLASE KINETOPLASTA Cavalier Smith, 1998
SUBORDEN TRYPANOSOMATINA Kent, 1880
FAMILIA TRYPANOSOMATIDAE Doflein, 1901
GENERO Leishmania Ross, 1903
SUBGENERO Leishmania Safjanova, 1982
ESPECIE Leishmania infantum Nicolle, 1908

1.2. Morfologia.

Los amastigotes (del griego mastigos: latigo) de Leishmania de varias especies
encontradas en mamiferos son aparentemente idénticos, pero se ha demostrado que
el tamano de esta forma varia entre distintas especies (Gardener, 1975; Scorza y
cols., 1979).

En improntas tenidas con Giemsa, los amastigotes aparecen como cuerpos

redondos u ovales dentro de una célula hospedadora o, mas frecuentemente, libres

debido a la rotura celular producida al realizar la impronta. El nucleo del parasito ocupa
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una posicion central en la célula y el kinetoplasto aparece adyacente a él. El nucleo es
redondo u oval. El kinetoplasto, que se tiie mas densamente que el nucleo, también
varia en su forma, siendo redondo, oval, con forma de vara o curvado en perfil.
Aunque la microscopia electrénica revela la presencia de un flagelo saliendo del
reservorio de los amastigotes, la microscopia optica raramente muestra este organelo
(Peters y Killick-Kendrick, 1987).

Amastigotes en impronta de médula 6sea (Rondanelli y Scaglia, 1993).

El promastigote es la forma tipica de Leishmania encontrada en el intestino
medio del vector. Killick-Kendrick y cols. (1974) observaron que en algunas especies
de Leishmania existen dos formas de promastigotes en el intestino. Por un lado
existian largos promastigotes nectomona, la mayoria de los cuales estaban
enganchados a la pared del intestino por un flagelo tipicamente largo y sin modificar,
emergiendo anteriormente. Estas formas tienen un kinetoplasto tipico y el nucleo esta
en el centro del cuerpo del parasito. El otro tipo de promastigotes descritos en el vector
eran los haptomona, que son promastigotes cortos, gordos y mas brillantes que se

adhieren a la cuticula de la valvula estomacal por un flagelo modificado.

-
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Promastigotes formando una roseta (Rondanelli y Scaglia, 1993).
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Aproximadamente 10 dias después de entrar en el insecto, el promastigote
pierde la adherencia, el flagelo entonces se vuelve muy largo y el cuerpo fino y corto.
Este tipo de promastigote recupera la infectividad, aunque deja de multiplicarse y se
encuentra libremente en la hipofaringe, es lo que se denomina el promastigote
metaciclico que sera posteriormente inoculado por el insecto en el hospedador (Sacks
y Perkins, 1984).

Dentro del hospedador el promastigote contiene el kinetoplasto paralelo al
nucleo, el cuerpo se vuelve oval, la bolsa flagelar se hace muy profunda y el flagelo se

empieza a acortar, esta forma se denomina paramastigote (Killick-Kendrick, 1979).

1.3. Ciclo Biologico.

Leishmania se caracteriza por poseer un ciclo biolégico indirecto en el que
intervienen un hospedador invertebrado o mosquito fleb6tomo y un hospedador
vertebrado de sangre caliente. Numerosas especies de mosquitos del género
Lutzomyia en América y del género Phlebotomus (Diptera: Psychodidae:
Phlebotominae) en el Viejo Mundo son los vectores de Leishmania. En el caso de L.
infantum, los vectores son varias especies de dipteros del género Phlebofomus y los
hospedadores vertebrados son fundamentalmente el perro y el hombre, ademas de
otras especies como el zorro, la rata y otros posibles reservorios silvestres

esporadicos (Botet y Portus, 1993).

Mosquito flebotomo (Rondanelli y Scaglia, 1993).

Todas las especies de Leishmania habitan en las células del reticulo endotelial
del hospedador vertebrado y en el intestino del mosquito flebétomo. Los amastigotes
son ingeridos con la sangre cuando el mosquito pica al hospedador vertebrado,

instaurandose en el intestino del mosquito. Muy pronto se ftransforman en
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promastigotes, que continian multiplicandose muy rapidamente. Tres dias después de
la picadura, el mosquito defeca los remanentes de la sangre y en este punto todos los
parasitos que no se han adherido son eliminados. Los parasitos que han sobrevivido
se adhieren por el flagelo a las microvellosidaes del intestino o a la valvula pilérica. En
cualquier caso, después de la defecacion, los parasitos adheridos son liberados y se
dividen rapidamente de nuevo, adhiriéndose eventualmente a la valvula cardias.
Algunos parasitos se empiezan a diferenciar en formas metaciclicas, que no son
adherentes y se mueven muy rapidamente. La transmisién depende de la inyeccion de

estas formas metaciclicas en una nueva picadura (Ashford, 2000).

Cuando el promastigote alcanza los capilares cutaneos del nuevo hospedador
vertebrado, se produce su fagocitosis por el macréfago en una vacuola parasitéfora
para tratar de eliminarlo, mientras que las leishmanias se transforman en amastigotes
que se multiplican por fisidon binaria en el interior de dicha vacuola. Los amastigotes
son capaces de destruir al macréfago quedando libres y entonces pueden ser
fagocitados por otros macréfagos y mantener asi la infeccién (Russell y Talamas-
Rohana, 1989).

La conveniencia o conformidad del hospedador para el mantenimiento de las
poblaciones de Leishmania depende de muchos factores, los mas importantes son: la
densidad de poblacion del hospedador, la duracién de la infeccion (y longevidad del
hospedador), la localizacion del parasito en el hospedador y el estado inmunoldgico

del mismo después de la cura (Ashford, 2000).

La transmision puede verse afectada también por la naturaleza de las
picaduras efectuadas por el mosquito (Schlein y Jacobson, 1994) y por la respuesta
del hospedador a los antigenos de la saliva del mosquito. La transmision, ademas
puede ser realizada por la inoculacion de material infectado de una persona a otra. Por
ejemplo, hay evidencias de que muchas de la leishmaniosis viscerales asociadas a la
infeccién por VIH en el sur de Europa son transmitidas por el uso de jeringuillas
compartidas entre drogadictos (Alvar y cols., 1997; OMS, 2000; Cruz y cols., 2002). La
transmision por contacto sexual y por transfusidon sanguinea es pequefia o poco

significativa.
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Proliferacién en el intestino de Leishmania.

1.4. Diversidad Clinica (Ashford, 2000; Alvar, 2001).

Una de las caracateristicas mas notables de las leishmaniosis es la diversidad
de enfermedades causada por agentes morfolégicamente similares. La diversidad no
esta totalmente explicada por la diversidad genética de los parasitos. Ademas, esta
generada en parte por la variedad en la respuesta del hospedador a la infeccién y en
parte por la restriccion de los parasitos a partes u érganos especificos del cuerpo. En
experimentacién animal se ha visto que la genética tiene un gran efecto en la
respuesta del hospedador a la infeccidn. Hay evidencias considerables de que el
parasito mas virulento de Leishmania puede causar enfermedades no detectables en

ciertos individuos.

Las principales variedades clinicas de las leishmaniosis en humanos son las

siguientes:
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e Leishmaniosis cutanea, causada por L. tropica, L. major, L. aethiopica, L.
mexicana, L. amazonensis, L. panamensis, L. guyanensis, L. peruviana o L.
braziliensis, pero puede ser causada por cualquiera de las especies de Leishmania
que infectan al hombre. Se caracteriza por una lesioén cutanea simple, o leishmanioma,
en el sitio de la picadura del mosquito. Normalmente se cura sola, acontece como un

problema trivial y no hay manifestaciones sistémicas.

e Leishmaniosis cutanea difusa, causada por L. aethiopica o L.
amazonensis. Los parasitos estan restringidos a la piel pero se distribuyen por toda la
superficie formando placas o nédulos. No hay respuesta humoral ni celular, es dificil

de tratar y puede durar el resto de la vida del paciente.

Leishmaniosis cutanea (Rondanelli y Scaglia, 1993).

e Leishmaniosis mucocutanea, causada normalmente por L. braziliensis,
después de la cura de una leishmaniosis cutanea inicial. Después de meses o afios de
una lesion cutanea, los parasitos se metastatizan por via linfatica hacia la
oronasofaringe. Se forman lesiones nodulares que evolucionan a Ulceras. Al final se
perfora el tabique y se produce una deformacion de la nariz llamada “nariz de tapir”.
Otra veces la lesion mucosa empieza en el paladar blando con posterior destruccion

de la uvula. Otras lesiones pueden aparecer en la epiglotis y producen disfonias.

e Leishmaniosis visceral o Kala-azar (OMS, 1984; Alvar, 2001). Puede ser
ampliamente restringida a nifos, causada por L. infanfum, o tener una pequefia
especificidad-edad, causada por L. donovani o L. infantum. También afecta a gente de
todas las edades que sufren enfermedades inmunosupresoras. En ambos casos, el
curso de la enfermedad se sabe que estd muy relacionado con el estado de salud del
paciente en el momento de la infeccion y diversos estudios han mostrado que la

malnutricion exacerba la infeccién por L. infantum.
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La infeccién comienza en el sitio de la picadura apareciendo a veces una lesion
primaria o leishmanioma. Si se presenta, puede ser simplemente una lesion
autolimitante sin que se produzca enfermedad visceral. La enfermedad visceral se
desarrolla tipicamente después de un periodo de incubacion variable y se acompana
por fiebre en grado irregular y persistente. Una vez establecida la enfermedad, su
desarrollo puede ser bastante variable: los sintomas severos pueden ser muy agudos
con progresion rapida de enfermedad en dos semanas o la progresion puede ser
insidiosa, casi sin notarse, pasando probablemente como un simple ataque de malaria
hasta que los sintomas abdominales se convierten en mas importantes. La
esplenomegalia es el signo mas notable; el bazo aparece muy agrandado y su tamafio
se enfatiza al ir acompanado de caquexia. La hepatomegalia es menos consistente y
menos extrema, pero se presenta normalmente en caso terminales. El cuadro
hematolégico se altera considerablemente con anemia y leucopenia, que son los

cambios mas significativos.

Nino afectado de leishmaniosis visceral (Alvar, 1997).

La leishmaniosis visceral se puede clasificar como endémica, esporadica o

epidémica y las manifestaciones clinicas suelen diferir segun se trate de una u otra de
las tres situaciones. La endémica afecta sobre a todo a nifios y se desarrolla en la
zona del Mediterraneo, Asia sudoriental, China y América Latina. La incidencia es dos
veces mayor en los hombres que en las mujeres. El periodo de incubacién oscila entre
10 dias y mas de un ano. Los sintomas mas frecuentes son fiebre, malestar, pérdida
de peso y anorexia; a veces aparecen tos y diarrea. Los signos clinicos mas corrientes
son esplenomegalia indolora a la presion (el bazo es blando a diferencia de otras
esplenomegalias (bazo de leche)), hepatomegalia moderada (el higado también es
blando y con el reborde marcado) y linfadenopatia, consuncién y palidez de las
membranas mucosas. En la India es frecuente el oscurecimiento de la piel de la cara,

manos, pies y abdomen (kala-azar: enfermedad negra). Existen signos de malnutricion
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(edema y alteraciones de la piel y el cabello). A veces se producen neumonia,

disenteria o tuberculosis pulmonar intercurrentes.

La leishmaniosis visceral esporadica se da cuando las personas no nativas de
cualquier edad entran en una zona endémica y contraen la enfermedad. La fiebre
aparece entre tres semanas y dos afos después de la exposicién. La enfermedad
puede avanzar de forma aguda con escalofrios, fiebre alta ondulante, sudor
abundante, perdida de peso rapida y malestar profundo. A veces aparece anemia
hemolitica aguda grave, lesion renal aguda y hemorragia intensa de las mucosas. La
leishmaniosis visceral epidémica se puede presentar en todas las edades, excepto los
que hayan sido infectados en una epidemia anterior. Se produce mas frecuentemente
en los hombres que en las mujeres en una proporcion de 4:3. Las formas agudas son

raras.

También existe enfermedad subclinica ya que se cree que en algunos paises
(Italia, Kenya) los casos subclinicos superan a los casos clinicos en una proporcion de
5:1.

e Leishmaniosis dérmica post-kala-azar (LDPK), estd causada por L.
donovani, después de la cura de una leishmaniosis visceral inicial y es caracteristica
del subcontinente indio, aunque se observa ocasionalmente en Africa oriental. No esta
asociada a la infeccion por L. infantum. Se presenta ocasionalmente en pacientes sin
historia de enfermedad visceral, pero solo en lugares en los que L. donovani es
transmitida. A veces se desarrolla antes de que la infeccion visceral se haya curado,
pero su aparicion se puede retrasar hasta dos afios. Es una enfermedad variable que
puede empezar como una puncion, despigmentacién progresiva dando a la piel un
aspecto de moteado o puede ser notada al principio como unas discretas papulas,
principalmente en superficies expuestas a la luz. Puede progresar produciendo una

superficie extensa de papulas o discretos nédulos.

17



Revision bibliografica

2. RESPUESTA INMUNE.

2.1. Generalidades.

Después de la picadura, los amastigotes procedentes de macréfagos del
hospedador son liberados en el intestino del mosquito donde se transforman en
promastigotes prociclicos que no son infectantes (Sacks y Perkins, 1985). Estos
promastigotes prociclicos expresan en su superficie grandes cantidades de
lipofosfoglicano (LPG) y de la metaloproteasa gp63 (Davies y cols., 1990; Pimenta y
cols., 1991).

La activacion del complemento por el LPG es por la via clasica dando lugar a la
lisis de los promastigotes prociclicos, pero no metaciclicos. Como resultado,
compuestos del complejo de ataque a la membrana C5-C9 son liberados de la
superficie del promastigote metaciclico (Puentas y cols., 1991). La gp63 también
inhibe la lisis mediada por complemento y promueve la captacion del parasito,
mediante la transformacion de C3b en C3bi (Brittingham y Mosser, 1996). La
opsonizacién de los parasitos con C3bi proporciona el medio adecuado por el que los

promastigotes metaciclicos se unan y penetren en los macréfagos.

La muerte de Leishmania por parte de macrofagos estda mediada por NO tanto
in vitro (Green y cols., 1990) como in vivo (Stenger y cols., 1996). La fagocitosis de
Leishmania induce fuertemente la sintesis de NO (Corradin y cols., 1999), incluso si
Leishmania posee moléculas de superficie que inhiban la produccion de NO,
posiblemente a través de distintos receptores celulares. Ademas, la infecciéon con
Leishmania induce la liberacién de citoquinas que inhiben la muerte mediada por NO
como el TGF-B o la IL-10 (Bogdan y Rollinghoff, 1999).

La saliva del mosquito, a través del péptido maxadilan, suprime la actividad
leishmanicida del macrofago inhibiendo la produccion de oxido nitrico y acelerando el

desarrollo de la lesién (Lima y Titus, 1996).
Cuando el promastigote metaciclico se transforma en amastigote, ocurre la

fusion fagosoma-lisosoma y los parasitos son capaces de sobrevivir y multiplicarse en

la vacuola parasitofora rica en acidos e hidrolasas (Russell y cols., 1992).

18



Revision bibliografica

La presentacion de los antigenos por parte de moléculas del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad (CMH) de tipo Il existentes en las células presentadoras de
antigeno a las células T, causa la expansién del protector IFN-y, produciendo una
respuesta CD4+ Th1, y se ha pensado durante largo tiempo que esto es esencial para

el control de la infeccion por Leishmania (Liew y O’'Donell, 1993).

Sin embargo, la presentacion por parte de las moléculas del CMH de tipo Il
sola, no es suficiente para estimular la respuesta de las células T. También se
necesitan moléculas coestimulatorias como la unién de B7-1/B7-2 y CD40 (en el
macrofago) con CD28 y CD40L (en la célula T) respectivamente (Bogdan y cols.,
1996).

Después de la presentacién antigénica por parte de las moléculas de Clase Il
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad, las células Th proliferan a través del
precursor ThO hacia células Th1 é Th2 que difieren en el perfil de produccién de
citoquinas. De hecho, las células Th1 secretan IL-2, IFN-y, TNF-a y proteinas
inflamatorias de migracion como las proteinas MIP y MIP-1; mientras que las células
Th2 secretan IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13 y el factor inhibidor de migracion (MIF)
(Lohoff y cols., 1998).

Generalmente se acepta que la induccién de una inmunidad protectora frente a
la leishmaniosis depende de la produccion de IL-12. Esta citoquina dirige la respuesta
CD4+ Th1 e induce la produccién de IFN-y tanto por los linfocitos T citotoxicos (CD8)
como por células Natural Killer (NK) y células T. El IFN-y media en la proteccion
induciendo la expresién de NOS2 y la produccién de NO en los macréfagos infectados
(Liew y O’Donell, 1993).

Los macrofagos secretan otras citoquinas ademas de IL-12, que no solo
regulan la funcién de los macréfagos de una manera autocrina sino que también
juegan un papel importante en la modulacién de la adquisicidén de la respuesta inmune.
Por ejemplo, el TNF-a y el factor quimiotactico activador de monocitos (MCAF) pueden

fomentar la actividad leishmanicida de los macréfagos (Mannheimer y cols., 1996).

El TGF-B es un potente inhibidor de la induccién de NOS2 (Stenger y cols.,

1994). En los tejidos donde se encuentra menos NOS, aparecen mas parasitos, y hay
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mas TGF-B en las lesiones de ratones susceptibles que en los resistentes, a pesar de
que hay cantidades parecidas de IL-4 e IFN-y. Por lo tanto, el TGF-$ parece ser una

citoquina importante capaz de disminuir la respuesta del NOS2 a las sefiales del IFN-y.

En general, la sintesis temprana de IL-4 es necesaria para el desarrollo de la
respuesta Th2. En esta respuesta Th2 estimula la inmunidad humoral e inhibe la
proliferacion de la respuesta Th1 y hace al macréfago poco susceptible para la
activacion por IFN-y. La regulacién de la respuesta humoral significa la activacion de
los linfocitos B con la formacién consiguiente de anticuerpos, principalmente de IgG,
pero que son incapaces de contrarrestar el parasito al tener una localizacion
intracelular, por lo que la enfermedad se disemina y el ratén termina muriendo (Alvar,
2001).

La IL-4 no solo disminuye la produccion de IL-12 y IFN-y y la expresion de IL-
12, sino que también inhibe la producciéon de NO por los macréfagos, lo que es critico

para la actividad leishmanicida (Vouldoukis y cols., 1997; Jones y cols., 1998).

Aunque con L. major en raton la dicotomia Th1/Th2 esta muy clara, en el
humano y en el perro existe una respuesta combinada mucho mas dificil de interpretar
y de predecir. Existe una regulacién cruzada de las distintas citoquinas y el balance
entre ellas va a ser importante en la evolucion posterior de la enfermedad (Alvar,
2001).

La leishmaniosis visceral humana causada por L. donovani o L. infantum es
una enfermedad severa con diseminacién generalizada del parasito al sistema reticulo
endotelial, como bazo, higazo y medula ésea. Los casos subclinicos o asintomaticos
estan identificados con bajos titulos de anticuerpos antileishmania y pueden bien
mostrar una anergia a los antigenos intradérmicos y desarrollar por lo tanto
enfermedad, o bien convertirse en seronegativos y en LST positivos, sugiriendo una

cura espontanea (Badaro y cols., 1986; Davies y Mazloumi, 1999).

Los titulos de anticuerpos por lo general son bajos en el suero de pacientes con
leishmaniosis cutanea y mucocutanea (Labrada y cols., 1989) y moderados o altos en
pacientes con leishmaniosis visceral (Pearson y cols., 1986), aunque esta dicotomia

no esta siempre tan clara.
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La respuesta humoral tiene un efecto negativo en la leishmaniosis y la
proliferacion de linfocitos B, causantes del exceso de producciéon de anticuerpos, da
lugar a la formacion de inmunocomplejos circulantes (Lopez y cols., 1996) que originan
patologias como la vasculitis, poliartritis y glomerulonefritis (Endo y cols., 1985). El
exceso de autoanticuerpos circulantes da lugar a anemia y trombocitopenia
(Valladares y cols., 1998) y los anticuerpos circulantes facilitan la fagocitosis de los

amastigotes por los macréfagos, 1o que es esencial para su multiplicacion.

2.2. Modelos experimentales y respuesta inmune.

2.2.1. Modelos in vitro.

Los modelos in vitro para estudiar el metabolismo, la expresion génica o
nuevos compuestos frente a Leishmania son heterogéneos dependiendo de la especie
de Leishmania ensayada, el estadio del parasito, las condiciones del cultivo, asi como
la preparacion usada en el ensayo. Es por ello, que los resultados obtenidos son
diferentes y dificiles de comparar y no se pueden correlacionar bien con la respuesta

in vivo.

El estadio de mas facil manejo in vitro es el promastigote por lo que es el mas
empleado en los estudios de susceptibilidad a farmacos. Sin embargo, muchos
estudios realizados con antimoniales pentavalentes muestran menor actividad que
cuando se emplean amastigotes (Callahan y cols., 1997; Ephros y cols., 1997). Esto
puede ser debido a la concentracién activa del farmaco dentro del fagolisosoma del
macrofago que contiene al amastigote, a la metabolizacién del farmaco a una forma
con mayor actividad o a una distinta susceptibilidad del estadio del parasito (Berman 'y
Wyler, 1980; Roberts y cols., 1995; Callahan y cols., 1997, Ephros y cols., 1997). Por
otro lado se ha visto que la composicién del medio puede afectar a la susceptibilidad
de los promastigotes (Petrillo-Peixoto y Beverly, 1987) y otros factores como la
densidad celular y grado de crecimiento, junto con las posibles alteraciones inducidas
por el farmaco en el medio de cultivo, pueden influir en los resultados obtenidos

empleando promastigotes (Moreira y cols., 1995; Carri6 y cols., 2000).
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Debido a ello se utilizan también otros modelos in vitro como los cultivos
axénicos de amastigotes-like o los macréfagos infectados con amastigotes (modelo

intracelular).

Se han mostrado varias condiciones para muchas especies de Leishmania que
permiten el crecimiento de una forma del parasito in vitro que se asemeja a los
amastigotes derivados de lesiones o tejidos. Estos amastigotes “in vitro” se han
denominado amastigotes axénicos o formas amastigotes-like (Bates, 1993; Pan y
cols., 1993; Gupta y cols., 2001). Aunque estas formas no son replicas auténticas de
los amastigotes derivados de lesiones, son suficientemente cercanas por lo que
constituyen un magnifico modelo y se han usado ampliamente en estudios de
metabolismo y expresion génica (Beverly, 2003). Los experimentos iniciales para
obtener amastigotes axénicos se basaron en la observacién de que el crecimiento de
los promastigotes a pH acido o alta temperatura inducia cambios en la forma y
expresion génica de los promastigotes (Duncan y cols., 2001). Posteriormente,
mediante la combinacion de pH acido y altas temperaturas se consiguié por primera
vez la diferenciacion de promastigotes de L. mexicana a amastigotes (Bates y cols.,
1992). Estas formas permiten el desarrollo de cribados farmacoldgicos mas
representativos de la situaciéon in vivo, ya que el amastigote es el estadio mas

relevante del parasito.

Por otro lado, el desarrollo de un modelo de infeccion in vitro, es decir,
infectando macrofagos con promastigotes, ofrece multiples aplicaciones como por
ejemplo, el estudio de las interacciones receptor-ligando. Dichos estudios han
permitido conocer que la fagocitosis implica dos eventos de union: un primer paso de
anclaje a través de interacciones de baja afinidad y de cinética rapida y un segundo
paso de internalizacion posterior a una interaccion de alta afinidad. En este sentido, se
ha podido saber que los receptores del complemento CR1 y CR3 juegan un papel
importante en el proceso de fagocitosis, ocurriendo la interaccion del parasito con los
CRs de tres formas: (i) en presencia de suero, activando al componente C3 del
complemento y uniéndose a través del fragmento C3bi del complemento a CR3; (ii) a
través de una union independiente de suero de la proteasa de superficie gp63 a CR3;
y (iii) a través de la unién del lipofosfoglicano del parasito a un sitio lectina-like en CR3
y CR1. Los receptores CR4, de fibronectina, de manosa y el receptor de glicosilaciéon

de productos finales también estan implicados en la invasidén. Es posible que
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interacciones receptor-ligando multiples ocurran simultdneamente, dependiendo del
estado de activacién del macréfago. En el caso del promastigote, se ha visto que las
dos principales familias de moléculas de superficie, la gp63 y los fosfoglicanos como el
lipofosfoglicano (LPG), son los principales ligandos para el anclaje a los macréfagos
(Revisado en Bullen, 2002).

Este modelo de infeccidn in vitro también ha resultado util en el estudio de las
bases bioquimicas de la interaccion macrofago-Leishmania, ya que ha permitido
caracterizar mecanismos de evasion de la respuesta por parte del parasito, como por
ejemplo, la inhibicion de la proteinkinasa C, lo que produce una entrada de Ca®* en el
macrofago y reduce los niveles de proteinas relacionadas con la miristoilato-alanina C
kinasa, que son sustratos de la PKC. Ademas, se ha podido saber que Leishmania
bloquea la fosforilacion de la tirosinkinasa inducida por IFN-y, con un consecuente
deterioro en la produccion de IL-12 y NO, y también activa a fosfotirosinfosfatasas que
desrregulan la sefalizacién de la proteinkinasa activada por mitdégenos y la expresion
de c-fos y de oxido nitrico sintetasa por parte de los macréfagos. También se ha
observado que la cisteinproteinasa participa en la nutricion del parasito a expensas de
la célula hospedadora y juega un papel importante en la penetracién en el macréfago

(Brandonisio y cols., 2000).

Otros estudios realizados con el modelo promastigote-macréfago, han sido los
destinados a elucidar qué citoquinas estan implicadas en favorecer los mecanismos
celulares microbicidas, observandose que algunas de ellas juegan un papel importante
en la regulacién de la produccion de NO por parte de los macrofagos infectados con
Leishmania. Asi por ejemplo, el IFN-y y TNF-a desarrollan un papel integral en la
resistencia del macroéfago frente a Leishmania y son esenciales para la produccién de
niveles citotoxicos de NO. Pero la infeccién por Leishmania también induce la
liberacion de citoquinas que inhiben la muerte mediada por NO, como el TGF- o la IL-
10 (Brandonisio y cols., 2000).

Los estudios celulares de linfoproliferacién han permitido observar que el factor
de crecimiento hematopoyético, GM-CSF, induce la proliferacion de celular a la vez
que incrementa la fagocitosis y las funciones metabdlicas de los macréfagos lo que da

lugar a la muerte de los promastigotes (Revisado en Jones, 1996).
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Otra aplicacion es el estudio del efecto de la opsonizacion en la adhesién
celular. Asi, en un modelo de infeccién ex vivo con Leishmania y sangre humana se
mostré que los promastigotes opsonizados con C3 se adherian (inmunoadherencia) a

los eritrocitos antes de la fagocitosis del parasito (Dominguez y Torafio, 1999).

Por ultimo, el estudio de agentes quimioterapéuticos en dicho modelo ha
mostrado que concentraciones adecuadas de antimoniales pentavalentes, pentamidina
y anfotericina B eliminan el 90-100 % de los amastigotes de diversas especies de
Leishmania de los macréfagos humanos infectados in vitro, representando una ventaja
frente al empleo de los promastigotes libres ya que los amastigotes son mas sensibles,
y, ademas, los macréfagos pueden concentrar y metabolizar farmacos para

incrementar su toxicidad (Berman y Wyler, 1980).

Los modelos en fagocitos residentes o procedentes de lineas celulares ya
establecidas han sido utiles con las diferentes cepas empleadas. Chang consiguié en
1980 el mantenimiento de una linea celular, J774.G8, infectada de manera indefinida
con amastigotes de L. amazonensis. Pero en el caso de L. infantum el desarrollo del
modelo ha sido mas dificil, habiéndose descrito lineas celulares caninas que podian
internalizar promastigotes de L. infantum (Brandonisio y cols., 1986). Lineas como la
U937, J774.G8 o la linea THP-1 humana también han sido capaces de interaccionar
con el parasito (Savoia y cols., 1991; Gaspar y cols., 1992; Gebre-Hiwot y cols., 1992),
Sin embargo, no se demostré una multiplicacion activa de los amastigotes en su
interior en ningun caso. Esto se mejoré6 modificando las condiciones estandares del
cultivo, de manera que mediante la preincubacion de los macréfagos durante 2 dias a
26°C antes de realizar la infeccién con los promastigotes, se consiguié una mayor
infectividad (Méndez y cols., 1996), demostrando posteriormente este modelo su
utilidad en estudios de infectividad con distintas cepas in vitro, existiendo una
correlacion entre la infectividad in vitro e in vivo de las mismas (Méndez y cols., 2001),

por lo que este dicho modelo resulta muy util para el cribado farmacoldgico.
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2.2.2. Modelos in vivo.

2.2.2.1. Modelo murino.

Se han desarrollado muchos modelos experimentales de leishmaniosis. Estos
modelos tienen la principal atraccion de permitir el control de la genética del parasito y
del hospedador, pero no reproducen enteramente la enfermedad de humanos. Uno de
los factores que contribuyen a las diferencias entre humanos y animales de laboratorio
es el tamafo y la naturaleza del inéculo. En las infecciones naturales el mosquito
introduce en la piel un numero muy pequefio de promastigotes metaciclicos junto con
saliva fuertemente bioactiva, mientras que en el laboratorio se inyectan infecciones
con miles de millones de promastigotes derivados de cultivos o amastigotes derivados
de tejidos. El mosquito deposita el inéculo en un pequefio volumen de sangre,
mientras que en las infecciones en laboratorio se realizan en volumenes de 50 pl o
mas. Ademas, en el laboratorio la jeringa se introduce subcutadnea o intravenosamente
(Handman, 2001). Un mejor conocimiento de los mecanismos implicados en la
maduracién del parasito en el mosquito y en la capacidad para mimetizar algo de esto
en el laboratorio, ha dado lugar a muchos protocolos de infeccion mejorados. Los
investigadores ahora usan por ejemplo, un pequefio numero de promastigotes
metaciclicos derivados in vitro por via intradérmica mas que subcutanea en la oreja del
raton (De Krey y Titus, 1999; Méndez y cols., 2001).

2.2.2.1.1 Modelo murino de leishmaniosis cutanea.

En la leishmaniosis cutanea la infeccion de cobayas con L. enriettii fue el
primer modelo que se caracterizé. Los cobayas desarrollaban respuestas celulares T
frente a los antigenos parasitarios en 2 semanas de infeccién y la lesién se curaba en
unas 10 semanas (Mauel y cols., 1981). La principal atraccién de este modelo animal
es el hecho de que la combinacion hospedador-parasito es natural y que el patron es
similar al observado en la leishmaniosis cutanea por L. major. El modelo de L. enriettii
en cobayas ha sido sustituido por la infeccion de cepas consanguineas de ratén con
especies de Leishmania patdbgenas para humanos. Aunque no es perfecto, el espectro
de manifestaciones de la enfermedad observado en la leishmaniosis humana puede
ser mimetizado en el laboratorio con la infeccion de diferentes cepas consanguineas

de raton con L. major.
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El modelo en ratén reproduce muchos aspectos de la enfermedad en humanos,
incluyendo un amplio rango de estados de susceptibilidad dependiendo de la cepa de

raton usada.

Los ratones Balb/c son altamente susceptibles y tras la infeccion desarrollan
muchas Ulceras en la piel que se expanden y metastatizan dando lugar a la muerte, y
la infeccion produce lesiones nodulares que visceralizan, con produccion de
anticuerpos pero sin el desarrollo de una hipersensibilidad tardia (Alexander y Philips,
1978; Alexander y Kaye, 1985). Por el contrario, los ratones C57/BL6 y CBA/n son
resistentes a la infeccion por L. major o L. mexicana y desarrollan lesiones pequefas
que se curan en 10-12 semanas, son resistentes a la reinfeccion y desarrollan
respuestas inmunes humoral y de hipersensibilidad tardia (Pérez y cols., 1979;
Grimaldi y cols., 1980). La mayoria de las otras cepas son intermedias en la

susceptibilidad (Preston y Dumonde, 1976).

El desarrollo de la infeccién depende de la activacién polarizada de una de las
dos subpoblaciones de células T CD4+, Th1 6 Th2. Los ratones Balb/c producen sobre
todo citoquinas Th2, como la IL-4, y este patrén se establece a las pocas horas de
infeccion (Bogdan y Rollinghoff, 1998). Una diferencia importante entre ratones
susceptibles y resistentes es que los resistentes son capaces de cambiar a un perfil
Th1 y controlar la enfermedad (Heinzel y cols., 1991; Solbach y Laskay, 2000). Un
importante factor de decision para formar un fenotipo Th1 6 Th2 es el ambiente
temprano de citoquinas y, como ya hemos visto anteriormente, la IL-12 es una de las
citoquinas que contribuye significativamente al establecimiento de un fenotipo Th1
(Solbach y Laskay, 2000). Sin embargo, en ratones susceptibles Balb/c, se ha visto
una produccion temprana simultanea de IL-12 y de citoquinas que inhiben a la I1L-12,
como el TGF-B, IL-4 e IL-10 (Gorak y cols., 1998).

El IFN-y, ademas de controlar la resistencia temprana frente a L. major,
también influye en el inicio de la diferenciacion Th1 en ratones resistentes, no
afectandose el desarrollo de la respuesta Th1 por la presencia o ausencia de IFN-y

derivado de células no T (Scharton-Kersten y cols., 1995; Wakil y cols., 1998).

En el modelo murino con L. major, las células T CD4+ son la principal fuente de

IL-4 temprana, lo que desemboca en una no respuesta a la IL-12 en ratones Balb/c e
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induce el desarrollo de una respuesta Th2 (Launois y cols., 1997). Estudios con L.
major encontraron que un epitopo simple derivado del antigeno parasitario LACK
(Leishmania homologue of receptors for activated C kinase) inducia una rapida y
temprana produccion de IL-4 por células T CD4+ VB4Va8 en ratones Balb/c
susceptibles, lo que estaba correlacionado con el desarrollo de las lesiones. Pero, los
ratones convertidos en tolerantes al LACK mediante expresién transgénica en el timo,
exhibian una respuesta Th2 menor y un fenotipo curativo (Julia y cols., 1996; Launois
y cols., 1997). Estos resultados indican que ciertos antigenos parasitarios pueden

promover el desarrollo de una respuesta Th2 contraprotectora.

A pesar de las evidencias del papel exacerbador de la enfermedad de IL-4 en
la infeccion por L. major en ratones susceptibles, otros estudios utilizando ratones
Balb/c deficientes en IL-4 infectados con L. major no han sido concluyentes. Scott y
cols. en 1996 demostraron que la produccion temprana de IL-4 no predice

necesariamente la susceptibilidad a L. major.

Mientras que es util en muchos sentidos, uno debe recordar que el modelo
murino es solo un modelo y que la patogénesis y la inmunidad puede ser un poco
diferente en humanos por lo que la extrapolacion de ratén a humano se ha de hacer

con mucho cuidado (Kelso, 1995).

2.2.2.1.2. Modelo murino de leishmaniosis visceral.

Hasta hace poco no existian modelos animales de infeccién adecuados
para estudiar el desarrollo y progresién de las infecciones causadas o por L. donovani
o por L. infantum. Una de las dificultades con el ratdbn como modelo de leishmaniosis
humana visceral es la necesidad de inyectar amastigotes intravenosamente con el fin
de inducir un patron reproducible de la colonizacién del bazo y el higado. Para
conseguir una infeccion visceral detectable en ratén, es necesario emplear un nimero
muy elevado de parasitos, lo que estd muy lejos de lo que ocurre en la infeccidon
natural. Ademas, los ratones no mueren y la carga parasitaria, después de un
crecimiento moderado, disminuye a niveles muy bajos o indetectables, indicando que
los ratones desarrollan una inmunidad protectora frente a la infeccion (Leclerq y cols.,
1996; Engwerda y cols., 1998; Honoré y cols., 1998).
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Los ratones no consanguineos son generalmente resistentes a la infeccién con
L. donovani, pero las cepas consanguineas presentan diferencias marcadas en la
susceptibilidad, lo que dio lugar a principios de los 70, al aislamiento del gen de la
susceptibilidad Lsh (posteriormente denominado NRAMP1) (Bradley, 1974). NRAMP1
determina el grado de expansién temprana de los parasitos en higado y bazo (Bradley,
1989; Blackwell, 1996). Los estudios con los modelos viscerales de ratén también han
dado dan lugar a la caracterizacion de mecanismos inmunes importantes para el
desarrollo de respuestas o6rgano-especificas que causan el aclaramiento de los
parasitos del higado pero no del bazo (Kaye y cols., 1995; Engwerda y Kaye, 2000).
Otra contribucién importante del modelo murino ha sido el descubrimiento de que la
quimioterapia con antimoniales es inefectiva en ausencia de respuestas mediadas por

células T intactas (Kaye y cols., 1995).

En general la respuesta inmune en cepas de ratéon consanguineas infectadas
con especies de Leishmania viscerotropicas, es similar a la observada en el modelo
murino con L. major. Pero al comparar leishmaniosis cutdnea y visceral en ratones
Balb/c infectados con L. donovani se observd, que en la infeccion cutanea los
esplenocitos y las células de los nédulos linfaticos mostraban alta respuesta
linfoproliferativa parasito-especifica con alta respuesta de IFN-y, IL-4, IL-10 y NOS2,
mientras que en la infeccién visceral no hubo respuesta frente al antigeno (Melby y
cols., 1998).

La infeccion por L. donovani en ratén ha inducido un desarrollo variable
dependiendo del background genético de la cepa de ratdn, via de inoculacion, dosis e
infectividad del organismo (Blackwell y cols., 1980). Estudios realizados en ratones
consanguineos han identificado ciertas cepas como la C3H que es resistente, mientras
que las cepas B10.D2, C57BL/10, etc siguen un fenotipo susceptible curativo o no
(Blackwell y cols., 1980; Nickol y Bonventre, 1985). Sin embargo, el modelo Balb/c ha
sido el mas estudiado, mostrando estos animales una susceptibilidad inicial, siendo
capaces, después de varias semanas, de controlar la carga parasitaria manteniendo
un nivel bajo de infeccién cronica (Murray y cols., 1982; Wilson y cols., 1996;
Mukherjee y cols., 2003).

Por otro lado, los perfiles de citoquinas en este modelo de ratéon no son los

tipicos de una respuesta Th2. Es decir, que el claro patron de respuesta Th1/Th2
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demostrado para L. major o L. mexicana no ha sido bien observado en la
leishmaniosis visceral en ratones y humanos (Honoré y cols., 1998; Kaye y cols., 1991;
Kemp y cols., 1993; Miralles y cols., 1994). Aunque la resistencia a L. donovani esta
asociada con la produccion de IFN-y, las citoquinas Th2 no determinan susceptibilidad.
De hecho ratones IL-4” son ligeramente mas susceptibles a L. donovani que los
controles silvestres, lo que indica que la IL-4 puede tener un efecto protector frente a la
leishmaniosis visceral murina (Satoskar y cols., 1995). La incapacidad para controlar
las infecciones esta asociada con la pérdida de capacidad de los esplenocitos para

producir IFN-y in vitro pero no la produccion de IL-4 6 IL-5 (Kaye y cols., 1991).

La resistencia frente a las infecciones viscerales murinas se ha asociado con
respuestas celulares que incluyen a las células CD4+ y CD8+ (Stern y cols., 1988) y el
aclaramiento de parasitos de la piel en modelos viscerales obtenidos mediante
inoculacion intradérmica se ha correlacionado con respuesta inflamatoria e infiltracion
y activacién de CD4+ y CD8+ (Ahmed y cols., 2003).

Como se ha mencionado anteriormente, el desarrollo cutaneo o visceral puede
depender de interacciones entre el genotipo del parasito y del hospedador mas que
exclusivamente del parasito. Debido a las limitaciones del sistema experimental murino
usando cepas visceralizantes humanas como L. donovani y L. infantum, se ha
propuesto que la leishmaniosis visceral inducida en Balb/c por la cepa dermotropica L.

major puede ser un modelo mejor para la leishmaniosis visceral (Handman, 2001).

2.2.2.2. Modelo en criceto.

Se ha visto que distintas cepas de L. donovani, L. chagasi y L. infantum
infectan al criceto, induciendo una forma fulminante de leishmaniosis visceral que
progresa hacia la muerte del animal (Hommel y cols., 1995), aunque los estudios
inmunolégicos en el criceto han caido, en comparacion con otros modelos, debido a la

ausencia de reactivos inmunolégicos, existiendo pocos trabajos al respecto.
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Criceto dorado (Harlan Ibérica S.A.).

Sin embargo, hace ya afnos que se empezo a utilizar el criceto como modelo
experimental en la inmunologia de la leishmaniosis. Por ejemplo, en 1976 Farrell
observé que el criceto dorado era capaz de adquirir resistencia a la infeccion inducida
por L. donovani, mediante la exposicion previa a la infeccién subcutanea con el mismo

parasito.

Goto y cols. observaron en 1987 que los cricetos infectados con L. major
también constituian un modelo interesante de leishmaniosis visceral ya que todos los
animales desarrollaban la enfermedad, con test cutaneo negativo, presencia de
anticuerpos y diseminacion del parasito en higado y bazo al igual que en humanos. En
el mismo afo, Ghosh y Ghosh estudiaron el patron de infeccidén en cricetos infectados
con diferentes aislados de pacientes indios con Kala-azar, y observaron que las cepas
de L. donovani mas virulentas producian una infeccibn masiva, con
hepatoesplenomegalia, cargas parasitarias altas en higado y bazo, anemia,
leucopenia, hipergammaglobulinemia, aumento de anticuerpos y baja respuesta

linfoproliferativa y de hipersensibilidad retardada frente al antigeno.

En cricetos infectados con L. infantum no hubo cambios en las concentraciones
de urea, creatinina o nitratos, ni antes ni después del tratamiento con anfotericina B, el
cual produjo un descenso del 98,2% en la carga parasitaria, sin reduccién de los
niveles de anticuerpos. Es decir, no existié produccion de NO, al contrario de lo que
ocurre en ratoén, por lo que parece que el NO no estaria implicado en el efecto curativo

de la anfotericina B en este modelo (Bories y cols., 1998).
En otro estudio, en el que se ensayaron distintas dosis de infeccién por L.

infantum por via intracardiaca, realizandose un seguimiento de un afo, se mostrd que

existirian tres grupos de animales: sintomaticos o susceptibles, oligosintomaticos y
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resistentes, al igual que ocurre en perros y humanos (Requena y cols., 2000). Estos
autores observaron que existia una correlacion entre la cantidad de inoculo y el tiempo
de aparicién de los sintomas clinicos externos y también en relacién con algunos
parametros inmunolégicos. Un descubrimiento importante fue que cerca de la mitad de
los animales, independientemente del tamafo del inoculo, no desarrollan sintomas
externos de leishmaniosis visceral. También se encontré una correlacion entre el
tamarfo del inoculo y el momento en que se detectaba la respuesta humoral anti-
Leishmania y cuando se analizaron los anticuerpos en rifion, se observé que existia
una relacion entre la presencia de anticuerpos en este tejido y la aparicion de los

sintomas.

Existen diferencias entre la infeccion con amastigotes o con promastigotes de
L. infantum por via intraperitoneal en cricetos. Las células esplénicas respondieron
fuertemente al antigeno especifico en las primeras semanas post-infeccién, pero en el
momento del pico en la carga parasitaria los indices de estimulacién disminuyeron en
ambos casos. En ambos grupos existia reconocimiento de antigenos de 21, 31, 40-42,
47-50, 54-58, 63-69, 70-76, 80-88, 91-97, 100-107 y 110-118 kDa, pero el patron de
reconocimiento era muy heterogéneo, no existiendo correlacién con los cambios en la
carga parasitaria. La principal diferencia entre la infeccion por amastigotes y
promastigotes fue el tiempo de incubacion que fue mayor en el segundo caso (Rica-

Capela y cols., 2003).

Anteriormente, se habia observado en cricetos infectados con L. donovani que
aparecian anticuerpos frente a antigeno de promastigotes de 26, 35, 46, 59, 69, 107 y
120 KDa (Evans y cols., 1990).

La proteina GRP94 de L. infantum, que es muy abundante en el reticulo
endoplasmico y esta asociada con el procesamiento antigénico, ha demostrado ser
una diana importante durante la leishmaniosis visceral en cricetos, pudiéndose

emplear como marcador temprano de infeccion (Larreta, 2002).

Otros estudios sobre la respuesta humoral han sido los realizados por Campos-
Neto y Bunn-Moreno en 1982, que mostraron que los cricetos infectados con L.
donovani desarrollaban anticuerpos frente al parasito e hipergammaglobulinemia

debido a la activacion policlonal de las células B. Posteriormente, se observé que el
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extracto bruto de L. donovani inducia in vitro a las células B a producir anticuerpos,
pero esa activacion parecia ser independiente de un posible efecto mitogénico sobre

las células B (Bunn-Moreno y cols., 1985).

Al emplear el inmunosupresor ciclofosfamida se bloqued la aparicion de
anticuerpos especificos y policlonales frente a la infeccion por L. donovani, debido
posiblemente a un efecto sobre la poblacién de células T implicadas en el control de la

produccion de anticuerpos por las células B (Otero y cols., 1993).

La presencia de antigenos de L. donovani e inmunoglobulinas de criceto en
rindn, origind una glomerulonefritis proliferativa mesangial progresiva, asociandose con
deposicion amiloidea (Oliveira y cols., 1985; Sartori y cols., 1987). Los eluidos de
rindn, mostraron especificidad por el antigeno de L. donovani y por inmunoglobulinas
de criceto, detectandose proteinas de 134, 110, 93, 89, 82, 52, 48, 31 y 26 KDa, y
reconociendo la IgG de cricetos infectados la proteina de 134 KDa (Sartori y cols.,
1991).

También se han detectado inmunoglobulinas en otros 6rganos como pulmoén e
higado de cricetos infectados con L. chagasi (Mathias y cols., 2001). Por otro lado, el
cortex y la medula de las glandulas adrenales mostraron una deposicién progresiva de
fibras amiloideas en cricetos infectados con L. infantum, dando lugar a la destruccién

parcial del parénquima adrenal (Novoa y cols., 1990).

En cuanto a la respuesta linfoproliferativa, durante la infeccién por L. donovani
en cricetos se produce una fuerte inmunosupresion, existiendo dos tipos de inhibicion:
la anergia inespecifica frente a concanavalina A y una inmunosupresion antigeno-
especifica mediada por la poblacién celular no adherente (células T), que se
restauraba después del tratamiento con Glucantime® (Nickol y Bonventre, 1985). Al
contrario que en el trabajo anterior, la eliminacion de las células adherentes restauré la
capacidad de los esplenocitos para responder al antigeno y ademas esas células
adherentes supresoras, que tenian caracteristicas de macrofagos, parece que no eran
las responsables de la incapacidad de las células periféricas para responder al

antigeno (Gifawesen y Farrell, 1989).
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Esto se confirmd mas tarde, ya que la eliminacion de las células adherentes,
con caracteristicas de macrofagos, en cricetos infectados con L. donovani, también
restaurd la respuesta proliferativa frente a forbolmiristato e ionomicina. Ademas, se
observd que la generacion de NO por las células adherentes era, por lo menos en
parte, responsable de la inhibicion de la proliferacion al utilizar concanavalina A

(Dasgupta y cols., 1999).

Recientemente, se ha visto que el efecto supresor que ejercen las células
adherentes sobre la respuesta proliferativa, esta mediado por una inhibicion en la
activacién de una ruta metabdlica en la que interviene la proteinkinasa C (PKC). Esta
supresion puede ser revertida por el acido okadaico, que es un inhibidor de la

fosfatasa serina-treonina, y por anti-TGF-p (Mookerjee y cols., 2003).

Las células adherentes de bazo fueron incapaces de presentar los antigenos
de L. donovani pero si otros antigenos no relacionados, y las células T no
respondieron a los antigenos del parasito incluso cuando fueron presentados por
macrofagos normales. Todo esto demuestra que las células esplénicas presentadoras
de antigeno eran incapaces de mediar en la proliferacion de las células T

selectivamente frente a los antigenos del parasito (Rodrigues y cols., 1992).

Las células presentadoras de antigenos (esplenocitos adherentes) de cricetos
infectados con L. donovani producian altos niveles de TGF-f, indicando que dicha
citoquina participa fuertemente durante el curso de la infeccion en este modelo animal

(Rodrigues y cols., 1998).

Por otro lado, se ha visto que factores humorales (inmunoglobulinas, factores
reumatoides o triglicéridos) del suero de criceto infectados con L. donovani, inhibian
respuesta proliferativa frente a concanavalina A (Evans y cols., 1990). Previamente, se
habia observado que la inmunosupresion en cricetos infectados por L. braziliensis o
por L. donovani estaba relacionada con proteinas séricas probablemente del
hospedador (O’Daly y Cabrera, 1986).

Los lipidos del suero provocaron inhibicion de la proliferacion celular en

esplenocitos de cricetos normales a los que se les afadieron mitdégenos y suero de

cricetos infectados con altos niveles de triglicéridos, revirtiéndose la inhibicién al anadir
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albumina sérica bovina, que es un carrier de acidos grasos libres (Vasconcellos y
cols., 1996).

También se vio que el sistema del complemento juega un papel importante en
la reaccién inflamatoria y en la fagocitosis, en cricetos inoculados con promastigotes
de L. chagasi, puesto que la deplecién del complemento disminuy6 la fagocitosis de
los parasitos por células polimorfonucleares y por macréfagos, lo que afecté a la

evolucion de la infeccion (Laurenti y cols., 1996).

Por otro lado, se observd un incremento en el porcentaje de células Natural
Killer al comienzo de la infeccion, que no fue capaz de detener el desarrollo de la

infeccién (Sartori y cols., 1999).

La ausencia de reactivos inmunolégicos para criceto empezé a ser menos
problematica a partir del trabajo de Melby y cols. en 1998, en el que se clonaron y
secuenciaron porciones de IL-2, IL-4, IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-12p40 y TGF-3,
determinandose la expresién de estos genes en cricetos infectados con L. donovani
durante 56 dias, encontrando: (i) expresion basal de IL-4; (ii) fuerte expresién de
citoquinas Th1 (IL-2, IFN-y y TNF); (iii) ausencia de expresion de RNAm de oxido
nitrico sintetasa; y (iv) en los estadios tempranos aun no se expresaban IL-10 6 TGF-$
(Melby, 1998 y 2001).

El estudio de estas citoquinas en cricetos afectados de leishmaniosis cutanea
muestra que la expresion de citoquinas desactivantes de macréfagos de tipo Th2 y/o la
respuesta exagerada de citoquinas proinflamatorias de tipo Th1 pueden contribuir a la

severidad de las lesiones (Osorio y cols., 2003).

Como veremos mas adelante (apartado 3.1.4), el criceto dorado se ha
empleado con éxito en ensayos farmacoldgicos en los que se empleaba anfotericina B
(Berman y cols., 1986; Berman y cols., 1992; Agrawal y cols., 2002). Pero ademas, se
han ensayado otras sustancias con fines inmunoterapéuticos en cricetos como la
proteina A de Staphylococcus aureus (Ghose y cols., 1999), la proteina paplLe22
(Fragaki y cols., 2001), ciertos lipopéptidos analogos a muramildipéptido (MDP) (Zehra
y cols., 1995) o el picroliv, el glucésido iridoide de Picrorhiza kurroa (Puri y Saxena,

1992). El propio parasito también ha sido empleado como inmunoprofilactico en un
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modelo de leishmaniosis visceral criceto (Mukhopadhyay y cols., 1999) y las vacunas
de L. donovani y L. major autoclavadas en unién a BCG, también han demostrado su
utilidad profilactica frente a la leishmaniosis visceral en este modelo (Srivastava y
cols., 2003).

2.2.2.3. Modelo canino.

Como ya hemos visto, el perro actia como reservorio de la leishmaniosis v,
ademas, en numerosas ocasiones sufre la enfermedad. La leishmaniosis canina es
una de las enfermedades parasitarias de mayor gravedad y a su vez, de mas dificil
manejo, debido principalmente a la variabilidad de los cuadros clinicos, al frecuente
fracaso terapéutico y a su caracter zoondsico y vectorial, lo que dificulta el control en

determinadas areas endémicas (Mir6 y Fraile, 1999).

Perro afectado de leishmaniosis, con atrofia muscular y dermatitis (Alvar, 1997).

El perro es un buen modelo para la leishmaniosis humana, porque en él los
sintomas de la enfermedad son similares a los que se desarrollan en humanos (Peters
y Killick-Kendrick, 1987). Las investigaciones realizadas en los ultimos afios han
permitido la estandarizacion del trabajo de laboratorio con perros y ahora existen
herramientas especificas basicas para los ensayos experimentales. La produccion de
anticuerpos monoclonales frente a los homodlogos caninos de los clusters de
diferenciacion antigénicos humanos (Cobbold y cols., 1994), proporciona la
oportunidad de definir subpoblaciones linfoides caninas (Willians, 1997) y monitorizar
estas clases celulares bajo condiciones normales (Rabanal y cols., 1995; Weiss, 2001)

y patolégicas (Bourdoiseau y cols., 1997; Sinke, 1997).

De forma mas o menos tedrica se suponen dos tipos de respuesta inmune: una

respuesta celular eficaz, basada en la produccion de linfocitos Th1 que producen IFN-y
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e IL-2, potentes activadores de macréfagos. Este tipo de respuesta solo se observa en
un porcentaje inferior al 10% de los perros enfermos, considerados como animales
resistentes presentando anticuerpos negativos, pero una respuesta proliferativa
positiva de las células T frente a antigenos de Leishmania, con respuesta similar a las

personas inmunocompetentes frente a la infeccion por Leishmania.

La otra respuesta es una respuesta humoral ineficaz, propia de la mayoria de
los perros afectados (susceptibles) que se basa en la induccion de los linfocitos Th2
supresores, productores de IL-4 e IL-10, que dan lugar a la estimulacién de los
linfocitos B, provocando hipergammaglobulinemia inespecifica, con produccién masiva
de anticuerpos anti-Leishmania no protectores y con células T negativas. Se trata de
una reacciéon de hipersensibilidad de tipo Ill con formacion de abundantes
inmunocomplejos, responsables de la mayoria de los sintomas mas graves de la

enfermedad.

En los casos en que la respuesta inmune no es eficaz, se produce la
diseminacion del parasito principalmente a los érganos hematopoyéticos (bazo,
medula 6sea), donde continua la replicacion del parasito, y desde aqui, su
diseminacion al resto de los dorganos (piel, rifidén, higado, tubo digestivo, ojos,

articulaciones, etc) (Mir6 y Fraile, 1999).

La genética parece que tiene influencia a la hora de determinar la resistencia a
la leishmaniosis clinica; por ejemplo, en perros de caza ibicencos, la prevalencia de
casos de enfermedad es mucho menor que en otras razas y esta caracteristica ha sido
asociada a una reactividad significativa de las células inmunes (Solano-Gallego y cols.,
2000).

Respecto a la polarizacion de las respuestas Th1 6 Th2, entre ambas puede
existir una amplia gama de posibilidades. En una primera fase, de duracioén variable,
se producen ambas repuestas, con expresion de citoquinas de ambas ramas, hasta
que por motivos desconocidos, se polariza en un sentido u otro. De un 20 a un 50% de
los perros tendria una respuesta Th2 con progresién a enfermedad patente, y el resto

mantendria un estado de tolerancia (Alvar, 2001).

36



Revision bibliografica

Un hecho muy significativo en la leishmaniosis canina es, la caida progresiva
de linfocitos CD4+ (Moreno y cols., 1999) entre el sexto y el octavo mes después de la
infeccidn, cuando empieza a aparecer la sintomatologia. Desde las primeras semanas
también se observa un aumento en los linfocitos CD28+ que son precursores de los
linfocitos B, y por eso se exacerba la respuesta humoral. Ademas, al igual que en
humanos, esta alta respuesta de inmunoglobulinas es favorecedora para el parasito
porque los anticuerpos facilitan su fagocitosis por parte del macréfago (Slappendel,
1988).

Como nuestro trabajo se basa en el desarrollo de modelos experimentales,
repasaremos mas detenidamente solo los estudios realizados en perros

experimentalmente infectados.

Los subtipos de inmunoglobulinas IgG1 e IgG2 han sido propuestos como
indicadores de la dicotomia en la respuesta por anticuerpos frente a la infeccién canina
por L. infantum y existe una correlacion entre los niveles de 1gG1 e IgG2 y la
progresion de la enfermedad (Nieto y cols., 1999; Leandro y cols., 2001; Solano-

Gallego y cols., 2001).

Se ha encontrado respuesta temprana frente a los antigenos de 29 y 50-57
KDa, detectandose las bandas de 34-35.4 y 26 KDa solo durante la fase aguda de la
enfermedad (Carrera y cols., 1996). El reconocimiento de la banda de 26 KDa
desaparecio después del tratamiento, apareciendo en ese momento dos proteinas de
85y 110 KDa (Lasri y cols., 2003). Por otro lado, en perros tratados con antimoniato
de meglumine se produjo un descenso en la intensidad de las bandas en la regién de
12-30 KDa (Riera y cols., 1999).

En leishmaniosis canina experimental se ha observado una respuesta celular B
notable, pero los ensayos de transformacién de linfocitos mostraron una ausencia de

respuesta de las células T durante la enfermedad (Martinez-Moreno y cols., 1993).
Tres afos después de la infeccion experimental, los perros resistentes

respondieron frente al antigeno, con ausencia de anticuerpos, pero en los sintomaticos

ocurrid lo contrario. En ambos grupos existiéo respuesta frente a concanavalina A y
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también existieron IL-2 y TNF en los sobrenadantes de las células periféricas de los

asintomaticos (Pinelli y cols., 1994).

Al comparar infecciones naturales y experimentales, hubo falta de respuesta
celular frente al antigeno de Leishmania en todos los casos, mientras que las
respuestas inespecificas frente a mitégenos fueron normales, estando parcialmente
suprimidas en animales infectados naturalmente (Martinez-Moreno y cols., 1995). Por
otro lado, Rhalem y cols. (1999), observaron proliferacion temprana frente a antigeno

bruto y a la fraccion purificada gp63, que disminuia al aparecer los sintomas.

En el caso de perros infectados con amastigotes o promastigotes, existié alta
proliferacion frente a concanavalina A en todos los grupos, observandose en los
infectados con promastigotes una fuerte respuesta linfoproliferativa frente al antigeno
(Leandro y cols., 2001).

En cuanto a las citoquinas, en las células de sangre periférica de perros Beagle
infectados con amastigotes, existié un incremento en la expresién de IFN-y e IL-2,
mientras que la IL-12 e IL-10 solo se detectaron esporadicamente en algunos
animales. En los perros no infectados, solo se detectd IFN-y en células estimuladas
con concanavalina A y no hubo relacion entre la respuesta humoral, celular o la
severidad con la IL-10, sugiriendo todo esto un establecimiento silencioso del parasito

(Santos-Gomes y cols., 2002).

3. ANFOTERICINA B Y SUS FORMULACIONES.

Tanto el tratamiento de la leishmaniosis visceral como cutdnea, ha sido
mejorado en los ultimos 15 afios mediante la introduccién de farmacos y formulaciones
alternativas, sin embargo, el arsenal terapéutico contra la leishmaniosis visceral es aun
limitado. Una revisidon de la farmacocinética de los antimoniales pentavalentes
estandares condujo al uso de dosis altas de estos farmacos durante los afios 80; esto
fue necesario para el tratamiento de la leishmaniosis visceral en India y Kenia después
de la existencia de una época de dramatico descenso en las curaciones a las dosis
recomendadas previamente (Olliaro y Bryceson, 1993). Debido a ello, los antimoniales
ya no pueden ser usados en el noreste indio, donde la incidencia de la leishmaniosis

visceral es mayor, por la aparicion de resistencias.
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Otros farmacos de segunda eleccién tradicionales, como la anfotericina B y la
pentamidina, han re-emergido frente a Leishmania debido al desarrollo de
formulaciones mejoradas. El uso del antibi6tico poliénico anfotericina B estaba hasta
hace poco tiempo limitado por su toxicidad. Las formulaciones lipidicas con
anfotericina B, con menor toxicidad, originalmente desarrolladas para el tratamiento de
micosis sistémicas, han sido explotadas con éxito en la leishmaniosis visceral pero no
son asequibles en paises menos desarrollados. Otro antibidtico, la paramomicina
(aminosidina), también ha sido formulado para el tratamiento de la leishmaniosis
cutanea y visceral. El alopurinol se ha usado en estudios clinicos de leishmaniosis
visceral y cutanea, al igual que el ketoconazol y el itraconazol, pero los resultados
han sido equivocos. La primera medicacién oral frente a la leishmaniosis visceral,
miltefosina, registrada en la India, todavia esta en fase de estudio y, ademas, es
abortiva y teratogénica. El desarrollo de un segundo farmaco oral, la sitamaquina,
esta siendo muy lento. Al igual que en humanos, el tratamiento de la leishmaniosis
canina continua siendo problematico ya que los antimoniales, la anfotericina B y la

paramomicina tienen eficacia limitada (Croft, 1997; Guerin y cols., 2002).

Las limitaciones de la terapia antimonial en perros, como la induccién de
resistencias, ausencia de cura parasitoldgica, toxicidad y alto coste, también han
conducido, al igual que en humanos, a la busqueda de otras alternativas mas
asequibles y de mayor eficacia. Es dificil establecer en perros una infeccion
experimental que mimetice el curso natural de la infeccién. Por eso, los experimentos
controlados de respuesta a farmacos antiprotozodsicos son pocos. Sin embargo,
existen varios trabajos publicados sobre la terapia de la enfermedad adquirida
naturalmente, que evallan aspectos sobre la respuesta terapéutica, como cambios en
el estado clinico y parametros inmunoldgicos (Baneth y Shaw, 2002). Asi, una buena
respuesta terapéutica estd marcada por un descenso en los niveles de anticuerpos y
recuperacion de la inmunidad mediada por células (Deplazes y cols., 1992;

Vercammen y cols., 1995; Moreno y cols., 1999; Rhalem y cols., 1999).
3.1. Eficacia de la anfotericina B.
El agente antifungico anfotericina B ha sido ampliamente reconocido como

farmaco leishmanicida. Es un macrélido poliénico producido por el actinomiceto

Streptomices nodosus. Actia principalmente uniéndose al ergosterol en las
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membranas celulares, alterando asi la permeabilidad del potasio intracelular. Los
lipidos representan hasta el 15% del peso de Leishmania y, de ellos, los lipidos
neutros como los esteroles y ésteres de esterol, son muy abundantes. La anfotericina
B tiene fuerte actividad leishmanicida al unirse a ellos, provocando perdida de potasio,
aminoacidos y purinas (Berman, 1988). Ademas, potencia la cascada de iones del
oxigeno del macréfago, con lo que aumenta el efecto leishmanicida (Sokol-Anderson y
cols., 1986). Tiene menos afinidad por el colesterol, el principal esterol en las células
de mamiferos, pero induce nefrotoxicidad a través de vasoconstriccion renal, y
posiblemente también por accion directa en las células epiteliales renales. A pesar de
la nefrotoxicidad, la anfotericina B esta siendo cada vez mas usada como farmaco de
elecciéon tanto en la leishmaniosis humana asociada al VIH, como en los casos de
resistencia a los antimoniales pentavalentes (Walker y cols., 1998). También se utiliza
en cardidpatas, embarazadas y otras situaciones en las que los antimoniales estan

contraindicados (Alvar, 2001).

3.1.1. Eficacia en humanos.

La anfotericina B convencional es la anfotericina B desoxicolato
(Fungizona®). En la India se ha obtenido un 98% de curacion tanto en pacientes no
respondedores a antimoniales, como en pacientes no tratados previamente. El
régimen mas usado es de 14 infusiones de 0.5 mg/Kg en dias alternos o 1 mg/Kg/dia
durante 20 dias respectivamente (Mishra y cols., 1992; Thakur y cols., 1999). La
anfotericina B se une a las proteinas plasmaticas para, de forma inmediata, fijarse a
las membranas celulares, lo que hace que su eliminacion sea lenta (Hoeprich, 1990).
Presenta efectos secundarios como anorexia, nauseas, vomitos, tromboflebitis, fiebre,
escalofrios, atromialgias, elevacion de la urea y creatinina (Crofts, 1976) y la ya citada
toxicidad renal, que representan un gran problema. Debido a la toxicidad, se tiende a
usarla en dias alternos; por ejemplo en 15 infusiones de 0.75-1 mg/Kg cada dos dias
durante 30 dias (dosis total de 11-15 mg/Kg). De 230 personas en Bihar que
emplearon este régimen, el 96% completaron el tratamiento y hubo un 97-98% de
curacion (curacion mayor que los que recibieron una dosis total de 11-15 mg/Kg)
(Murray, 2000).

Las formulaciones lipidicas de anfotericina B fueron usadas por primera vez en

pacientes resistentes a los antimoniales por Davidson y cols. en 1991, y se ha probado
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que incrementan la eficacia y limitan la toxicidad de la anfotericina B convencional
(Dietze y cols., 1995; Davidson y cols., 1996; Sundar y Murray, 1996). Estas
formulaciones permiten aumentar la dosis diaria y parece que penetran en los

macrdéfagos infectados mediante fagocitosis (Murray, 2001).

Basicamente, estas formulaciones se basan en el principio de que después de
la infusién de la anfotericina B asociada a lipidos, ésta es captada por las células del
sistema reticuloendotelial, reduciendo asi la toxicidad y dirigiendo el principio activo
hacia las células diana. La recaptacién renal de estos farmacos es pobre, por lo que la
nefrotoxicidad es minima. Ademas, con estas formulaciones es posible liberar una

gran cantidad de anfotericina B en un periodo corto de tiempo (Sundar, 2001).

Existen varias formulaciones lipidicas disponibles: Ambisome®, que es una
formulaciéon que utiliza liposomas esféricos unilaminares de menos de 100 nm de
tamafio; Amphocil® o Amphotec®, que es una dispersion con sulfato de colesterol en
una proporcién 1:1; y Abelcet®, que es una estructura lipidica en forma de cinta que
utiliza una matriz de fosfolipidos. Los regimenes de infusién diaria durante 5 dias o
hasta 10 dias (dias 1-5 y dia 10) han demostrado ser muy activos (Dietze y cols.,
1995; Davidson y cols., 1996; Sundar y Murray, 1996; Sundar y cols., 1997).

Abelcet® por ejemplo, ha demostrado su eficacia en 25 casos de leishmaniosis
visceral de enfermos indios, los cuales permanecieron asintomaticos y sin parasitos en
médula Osea seis meses después del tratamiento (Sundar y Murray, 1996). Su gran
tamafo hace que sean fagocitados por los macréfagos circulantes y que no alcancen

los tejidos en una alta proporcion.

Amphocil® fue la primera formulacién lipidica que se uso en kala-azar. En Brasil
con 2 mg/Kg/dia durante 7-10 dias (dosis total de 14-20 mg/Kg), 19 de 19 pacientes se
curaron y de los que la tomaron durante solo 5 dias (dosis total de 10 mg/Kg), se

curaron 9 de 10 (Dietze y cols., 1993; Dietze y cols., 1995).

Pero la formulacion lipidica mas usada es AmBisome®. Esta formulacién no se
disocia en los medios acuosos, por lo que su accion es prolongada y da tiempo para
que no solo los macrofagos circulantes, sino también los tisulares la fagociten

(Montalban y cols., 1990). Una vez en el macréfago, se fusiona la membrana del

41



Revision bibliografica

liposoma con la de la vacuola parasitoéfora, en cuyo interior se libera la anfotericina B
que se une a los esteroles de la membrana del amastigote. En ella provoca poros con
las siguientes pérdidas de protones y cationes, ademas de poner en marcha
reacciones oxidativas contra el parasito por accién del propio farmaco y desencadenar
la cascada de iones derivados del oxigeno propia del macréfago, todos ellos potentes

leishmanicidas.

Sin embargo, todas estas formulaciones poseen una desventaja muy grande
que es su elevado coste. El uso de dosis mas bajas o de regimenes mas cortos (por
ejemplo la terapia en una Unica dosis) y los ensayos con preparaciones genéricas de
mezclas de lipidos, representan una respuesta al problema del elevado coste (Murray,
2001).

Pero ademas del alto coste, existen otros factores que inducen al ensayo con
dosis unicas de la anfotericina B en formulaciones lipidicas, como por ejemplo la
observacién de que la administracion de dosis totales de solo 3.75 mg/Kg
(AmBisome®) o 5 mg/Kg (Abelcet®) durante 5 dias (0.75 6 1 mg/Kg/dia
respectivamente), inducian una respuesta curativa del 85-90% (Sundar y cols., 1997;
Sundar y cols., 2001). AmBisome® en Brasil produjo un 78% de curacién al usarlo
durante 10 dias (dosis total de 10-20 mg/Kg) (Freire y cols., 1997). Ambas
formulaciones son muy eficaces en cursos cortos de terapia, ya sea en 5-10 dias
(Dietze y cols., 1993; Dietze y cols., 1995; Seaman y cols., 1995; Davidson y cols.,
1996; Sundar y Murray, 1996; di Martino y cols., 1997; Freire y cols., 1997; Sundar y
cols., 1997; Berman y cols., 1998; Berman y Dietze, 1999; Sundar y cols., 1999) o en
dosis Unica. Lo normal, es la administraciéon en 5-10 dias de 1-2 mg/Kg/dia (dosis total
de 5-10 mg/Kg) (Sundar y cols., 1997; Sundar y cols., 1998).

El primer ensayo llevado a cabo en la India con una unica dosis de Abelcet® (5
mg/Kg), produjo una curacion de un 70% (Sundar y cols., 1998). Por otro lado, una
unica dosis de AmBisome® de 5 mg/Kg ¢ 7.5 mg/Kg (Sundar y cols., 2000) inducia una
curacion de 91 y 90% respectivamente. En un ensayo con 203 individuos tratados con
7.5 mg/Kg, todos fueron liberados a las 24 horas del tratamiento, indicando asi

también un alto nivel de eficacia.
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La naturaleza estable y larga circulacion de AmBisome® (Bekersky y cols.,
2000) puede explicar su alta eficacia en regimenes simples. Mientras que este
régimen aun no ha sido probado fuera de la India, el atractivo clinico es obvio. Pero a

pesar de la utilizacion de una Unica dosis, el tratamiento aun sigue siendo caro.

Al comparar la dosis unica de 5 mg/Kg de Abelcet® con la administracion de 1
mg/Kg durante 5 dias, se llego a la conclusién de que es mas eficaz la administracion
de los 5 mg/Kg repartidos en 5 dias. Ademas, el alto coste de Abelcet® impide su
utilizacién masiva y hace que no pueda competir con los regimenes de 30-40 dias de
la anfotericina B convencional, porque sigue siendo mas caro (Sundar y cols., 1998).
En otro caso, cincuenta y ocho pacientes que no respondieron o recayeron después
del tratamiento con antimoniales pentavalentes, fueron tratados con dosis totales de
Abecelt® de 7.5 6 10 mg/Kg repartidas en 5 dias. La respuesta al tratamiento fue muy
rapida en ambos casos, con curas del 79 y 90% respectivamente. Se observé que la
dosis de 7.5 era menos efectiva que la de 10, pero no presentaba ventajas sobre la de
5 mg/Kg, dosis que los mismos autores habian empleado en otro estudio con un 84%

de curacion (Sundar y cols., 1999).

En la cuenca mediterranea también se han probado distintos cursos y dosis de
terapia. Los estudios realizados con nifios inmunocompetentes infectados con
Leishmania muestran una gran eficacia de AmBisome® (di Martino y cols., 1997;

Castagnola y cols., 1996; Figueras y cols., 2003; Syriopoulou y cols., 2003).

De los tres regimenes estudiados con AmBisome® en pacientes que no habian
respondido a los antimoniales pentavalentes o la aminosidina, se concluye que el

mejor era el de 6 dosis de 3-5 mg/Kg los dias 0, 3, 6, 8, 10 y 13 (Seaman y col, 1995).

En el caso de individuos inmunocompetentes e individuos
inmunocomprometidos (infectados por VIH) tratados con AmBisome®, se obtuvieron
resultados distintos. El tratamiento con AmBisome® fue muy bueno y bien tolerado en
individuos inmunocompetentes, pero los pacientes inmunodeprimidos tendrian que

mantener la terapia durante mas tiempo para evitar recaidas (Davidson y cols., 1994).

A pesar de las recomendaciones comerciales en contra de las mezclas, en la

India se han evaluado tratamientos de curso corto con emulsiones de anfotericina B y
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grasas en un intento de duplicar los efectos clinicos beneficiosos y de reducir el coste.
Sesenta y cinco de setenta pacientes (93%) se curaron después de recibir infusiones
en 5 dias alternos de 2 mg de anfotericina B/Kg, mezclada con un 20% de emulsion
lipidica (Sundar y cols., 2000). Aunque estas mezclas son bastante discutidas, podrian
representar un tratamiento efectivo y no muy caro en pacientes con leishmaniosis
visceral, pero no se han realizado ensayos adicionales debido a las dificultades para

estandarizar estas preparaciones.

Se han observado diferencias regionales en la respuesta a las formulaciones
lipidicas, que pueden estar relacionadas con la edad del paciente, la infectividad de la
cepa de Leishmania ylo la carga parasitaria visceral (Murray, 2000). Asi, la
leishmaniosis india responde mejor a Abelcet® y a AmBisome® (Sundar y cols., 1997;
Berman y cols., 1998; Sundar y cols., 2000). En el Mediterraneo, una dosis total de 18-
24 mg/Kg de AmBisome® es eficaz en comparacion con 6-14 mg/Kg en la India
(Gradoni, 1996; Thakur y cols., 1996; Herwaldt, 1999). La infeccion en Brasil, causada
por L. chagasi, responde mejor a Amphocil®, pero responde menos a AmBisome®
(Dietze y cols., 1995; Freire y cols., 1997; Berman y cols., 1998). En la zona
mediterranea, donde el agente causal es L. infantum, se requieren dosis totales

mayores de AmBisome® pero la respuesta es casi del 100% (di Martino y cols., 1997).

También se ha ensayado anfotericina B asociada a lipidos parenterales
(Intralipid®), en casos de leishmaniosis visceral en individuos inmunocompetentes.
Con dosis progresivas de 0.05-1 mg/Kg/dia durante 25 dias o con una dosis total de
20 mg/Kg en 2 horas de infusién, se consiguié curacion total durante los 6 primeros

meses de seguimiento (Thakur y cols., 1996).

3.1.2. Eficacia en perros.

La anfotericina B ha sido empleada en la terapia de la leishmaniosis canina
tanto en su forma libre como en formulaciones lipidicas. La dosis total acumulada
efectiva en perros va desde 8 a 26 mg/Kg, administrada tanto subcutanea como
intravenosamente en dosis de 0.5 mg/Kg 2-3 veces, semanalmente. Sin embargo, la
dosis total de anfotericina B administrada a perros con leishmaniosis esta
frecuentemente limitada por la toxicidad renal. En un trabajo publicado usando la

forma libre de anfotericina B por infusidon intravenosa rapida en un rango de dosis de
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0.5 a 0.8 mg/Kg 2-3 veces semanalmente, se obtuvo mejoria clinica en el 85% de los
perros infectados, al menos durante los 6 meses siguientes al tratamiento (Lamothe,
1997). De los 39 perros de este estudio 22 fueron tratados por primera vez con
anfotericina B (los demas habian sido ya tratados con antimoniales) y de ellos el 93%
se curaron clinicamente y se consiguié una supervivencia del 82% al ano y del 76% a
los dos anos. Después del tratamiento fueron disminuyendo los niveles de anticuerpos
especificos, se normalizaron las concentraciones de proteinas totales y aumenté al
albumina. Sin embargo, hubo que suspender temporalmente el tratamiento debido a

los sintomas de toxicidad.

La estrecha monitorizacion de la funcién renal es necesaria durante el
tratamiento, y es necesaria una suspensién temporal del mismo cuando los niveles de
creatinina alcanzan los 250 micromoles/L. Se ha demostrado que la administracion
subcutanea lenta de una dosis adecuada de anfotericina B libre diluida en 0.45% de
dextrosa salina reduce la nefrotoxicidad, sin interferir en la eficacia (Malik y cols.,
1996).

Pero a pesar de su elevada toxicidad y de la administracion engorrosa muchos
clinicos emplean la anfotericina B libre como farmaco de primera eleccién. Por
ejemplo, en un estudio realizado en una clinica veterinaria de Madrid se trataron 67
perros con anfotericina B con un total de 30 dosis de la siguiente manera: una dosis de
0.2 mg/Kg 1 dia, otra dosis de 0.3 mg/Kg el segundo dia y 27 dosis de 0.4 mg/Kg los
27 dias restantes y se observo una remision de un 95% con desaparicion de sintomas
clinicos, mejora en los perfiles proteicos sanguineos y descenso en los titulos de
anticuerpos, existiendo recaida en el 17% de los animales (Delgado, 2000). En perros
tratados dos veces por semana con una dosis creciente de entre 0.8 y 2.5 mg/Kg de
anfotericina B lipidica durante 8-10 sesiones, se produjo la cura clinica justo después

del tratamiento, pero posteriormente se produjeron recaidas (Cortadellas, 2003).

Las formulaciones lipidicas de anfotericina B permiten aumentar la dosis (3
mg/Kg) en perros y no administrarla tan frecuentemente. Sin embargo, el uso de estas
formulaciones esta limitado por su elevado coste y los datos de eficacia en perros son
contradictorios. Asi, 13 perros naturalmente infectados con L. infantum fueron tratados
con AmBisome® y seguidos durante 8 meses (Oliva y cols., 1995). Cuando las dosis

totales administradas fueron de 10-15 mg/Kg se produjo una disminucion de las
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linfadenopatias, esplenomegalia y sintomas cutaneos, pero se produjo recaida a los 4-
6 meses, la mayoria de los perros no consiguio alcanzar cura parasitoldgica total y en
casi todos los ellos los niveles de anticuerpos permanecieron altos en todo el

seguimiento.

En un estudio realizado en Italia se trataron 23 perros naturalmente infectados
con AmBisome® con dosis totales de 5, 10, 12, 15, 18 6 30 mg/Kg. La respuesta
clinica y parasitolégica fue en general pobre pero mayor en los grupos que recibieron

dosis intermedias que en los grupos que recibieron dosis bajas o altas (Oliva, 2000).

Se estudié también el tratamiento de la leishmaniosis canina con anfotericina B
en emulsion lipidica (Intralipid®) (Moreno y cols., 1999; Lamothe, 2001). En el primer
estudio la recaida se produjo en todos los perros tratados, 5 meses después de la
terapia. Sin embargo, en el segundo estudio existié una terapia exitosa en 14 de 17
perros, basada en resultados PCR negativos tomados 1-3 meses después de la
terapia. Estos estudios son dificiles de comparar puesto que en el primero, la dosis
total empleada era menor y en el segundo el periodo de seguimiento era

considerablemente mas corto que en otros estudios.

3.1.3. Eficacia en ratones.

En modelo murino se han realizado mas estudios con anfotericina B que en
cricetos. Por ejemplo, en ratones Balb/c infectados con L. donovani se observd que
calentando Fungizona® a 70° C durante 20 minutos se mejoraba el indice terapéutico
de la anfotericina B (Petit y cols., 1999). La méaxima dosis tolerada para la Fungizona®
calentada fue de 2.5 mg/Kg, mientras que para la Fungizona® normal fue de 0.5
mg/Kg. Estos autores sugieren que el gran tamafio de los agregados de Fungizona®
calentada permitiria una captura mas eficaz por parte del sistema fagocitico

mononuclear para ser transferidos al sitio de la infeccion con amastigotes.

Por otro lado, se ha mostrado que la anfotericina B no requiere células T para
ejercer su acciéon empleando ratones normales y atimicos en los que se evalud la
eficacia de la anfotericina B, pentamidina y estibogluconato de sodio, después de la
infeccion con L. donovani. La anfotericina B produjo una reduccion del 89% de

parasitos en el higado de los ratones con timo, siendo esta eficacia similar a la
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encontrada en el grupo tratado con el antimonial. La pentamidina solo fue eficaz en los
ratones con timo, mientras que la anfotericina B si fue efectiva en los ratones atimicos

consiguiendo un 74% de reduccion en higado (Murray y cols., 1993).

Sin embargo, en ratones Balb/c infectados con L. donovani, la administracion
de anfotericina B junto con la estimulacion de la respuesta inmune Th1, mediante la
administracion de IL-12 exdgena, anti-CD40 6 anti-IL-10, constituye una estrategia
para el desarrollo de regimenes mas econémicos en la leishmaniosis visceral (Murray
y cols., 2003).

Se han realizado comparaciones entre antimoniato de meglumine, anfotericina
B convencional y aminosidina en ratones Balb/c infectados con L. infantum,
sacrificandose los animales a distintos tiempos. En ninguno de los casos el
antimoniato de meglumine fue eficaz en bazo. Pero el uso de dosis bajas y repetidas
de anfotericina B consiguié reducir la carga parasitaria, siendo menos efectiva en
higado en la fase final que 10 dias después del tratamiento. Las dosis bajas de
aminosidina no fueron eficaces ni en bazo ni en higado, mientras que las dosis altas

fueron efectivas en ambos 6rganos (Buffet y cols., 1996).

Pero la mayoria de los estudios en modelo murino han sido realizados con
formulaciones lipidicas de anfotericina B. Asi por ejemplo, en ratones Balb/c infectados
con L. donovani se observd que dosis de 5 mg/Kg de AmBisome® eran suficientes
para eliminar mas del 99% de los parasitos de higado, siendo los animales capaces de
tolerar dosis de hasta 25 mg/Kg. Sin embargo, con 1 mg/Kg de anfotericina B
convencional solo se eliminaron del higado el 52 y el 42% de los amastigotes,
mientras que la misma dosis de AmBisome® eliminé el 85%, siendo la infeccion en

bazo menos sensible al tratamiento (Croft y cols., 1991).

Estos datos concuerdan con los de otros autores que observaron, que dosis
mayores de AmBisome® eran mas efectivas y menos téxicas porque era bien tolerado
y podia ser administrado a dosis 50 veces mayores que la anfotericina B convencional
(Gangneux y cols., 1996; Yardley y Croft, 2000), y Amphocil® y Abelcet® a dosis 25
veces mayores (Yardley y Croft, 2000); ademas, a la dosis de 50 mg/Kg/dia de
AmBisome® existi6 una completa eliminacién de los parasitos, tanto en la fase

temprana como en la fase tardia de la enfermedad (Gangneux y cols., 1996). Por otro
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lado, AmBisome® y Abelcet® fueron mucho mas efectivos en higado y bazo en
comparacién con Glucantime®, Intralipid® y varios azoles (Gangneux y cols., 1998).
Pero en otro caso, aunque AmBisome® y Abelcet® aclararon los parasitos en todos los
6rganos en la fase tardia de la enfermedad, 8 semanas después de parar el

tratamiento se volvieron a detectar parasitos (Gangneux y cols., 1996).

AmBisome® es mas eficaz en la fase temprana de multiplicacién de
Leishmania, mientras que los antimoniales son mas efectivos en la fase de

decrecimiento de la carga parasitaria (Gradoni y cols., 1993).

En el modelo de leishmaniosis cutanea AmBisome® y Amphocil® llegaron mejor

a la dermis que Abelcet® (Yardley y Croft, 2000).

También se han ensayado formulaciones alternativas a las lipidicas. Por
ejemplo, se disend una nueva formulacion realizada con un surfactante no iénico
(AmB-NIV) y se compar6 con las preparaciones ya existentes a dosis de entre 1y 8
mg/Kg/dia (Mullen y cols., 1997). La actividad de Amphocil® resulté ser igual que la de
AmBisome® y estas mayores que las de la nueva formulacién, siendo Abelcet® la
menos eficaz. La Fungizona® no se empled en los estudios de dosis multiples porque
era toxica a esas dosis. EI mismo surfactante idnico también ha sido probado con
estibogluconato de sodio como principio activo en comparacién con las otras
formulaciones lipidicas de anfotericina B en ratones Balb/c infectados con L. donovani
(Mullen y cols., 1998). En la fase aguda de la enfermedad la eficacia de la nueva
formulacién fue mayor que la de AmBisome®, este igual que Amphocil®, y este mayor
que Abelcet®. En la fase crénica de la enfermedad la eficacia de la nueva formulacion

también fue mayor que la de AmBisome®.

Una formulacion de complejos lipidicos (dimiristol fosfatidilcolina y dimiristol
fosfatidilglicerol) redujo la actividad hemolitica de la anfotericina B convencional y la
toxicidad hacia macréfagos peritoneales murinos; sin embargo, in vivo fue menos

eficaz que AmBisome® frente a L. donovani (Larabi y cols., 2003).

En otro caso se compard otra nueva formulacion con Fungizona®, en ratones

Balb/c infectados con 2 cepas distintas de L. infantum. En el grupo infectado con la
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cepa 1 no hubo diferencias significativas con alta reduccién de la carga para ambas
preparaciones, mientras que en el grupo infectado con la cepa 2, la Fungizona®
consiguio una reduccion del 78.9% y la nueva formulaciéon del 98.7% a la dosis de 0.8
mg/Kg (Paul y cols., 1997). Por otro lado, se ensayé un nuevo sistema de liberacion
denominado biovector idnico anfifilico, compuesto de lipidos anidnicos y una matriz de
polisacaridos catidnica que mostrd eficacia similar a la de AmBisome® en ratones

infectados con L. donovani (Loiseau y cols., 2002).

Se ha realizado un primer intento de administracion de anfotericina B por via
oral en ratones Balb/c infectados con L. donovani. Dichos ratones se trataron el dia 7
p.i. con una nanosuspension de anfotericina B por via oral a la dosis de 5 mg/Kg
durante 4-5 dias consecutivos, sacrificandose los animales el dia 14 p.i. Ni la
anfotericina B micronizada, ni AmBisome®, ni Fungizona® por via oral redujeron
significativamente la carga en higado, pero la nanosuspension de anfotericina B
produjo un reduccion del 28.6% (Kayser y cols., 2003). Sin embargo, estos datos son
aun muy preliminares y habria que seguir realizando estudios de administracién oral

con este principio activo.

3.1.4. Eficacia en cricetos.

A nivel experimental en modelos animales, han sido pocos los estudios
realizados con anfotericina B en cricetos. Asi por ejemplo, al tratar cricetos con 1.5-11
mg/Kg de anfotericina B encapsulada en liposomas, se eliminaron el 99% de los
parasitos del higado y bazo, mientras que al tratar monos con 3 dosis de 4 mg/Kg, se
eliminaron el 98-99% de los parasitos en higado y bazo. La anfotericina B en
liposomas por lo tanto, resulté ser 170-750 veces mas activa que los antimoniales en

cricetos y 60 veces mas activa en monos (Berman y cols., 1986).

Otro grupo de cricetos fue infectado con L. donovani, administrandoseles
Amphocil® en diferentes dosis (0.1, 0.4, 1.5 y 6.0 mg/Kg), sacrificandose 4 dias
después. Amphocil® resultdé ser 15 veces mas efectivo que la anfotericina B
convencional. En un segundo grupo, el farmaco fue administrado 10 dias después de
la infeccion, sacrificandose 2, 7 u 11 dias después; en este caso Amphocil® resulté ser
4 veces mas activo que la anfotericina B convencional. También se observa que

Amphocil® es menos toxico que la anfotericina B libre en rifidn (Berman y cols., 1992).
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Se han ensayado otros tipos de liposomas conteniendo anfotericina B, a parte
de los convencionales, por ejemplo, liposomas conteniendo Tuftsin, que es un
tetrapéptido activador de macréfagos, en dosis de entre 1.25 y 10 pg/ml los dias 15-18
p.i., en cricetos infectados con L. donovani. La anfotericina B encapsulada en
liposomas con Tuftsin resultd ser mas eficaz que la encapsulada en liposomas
normales, facilitandose con esta formulacion la accesibilidad del principio activo a
zonas como la médula 6sea, que es inaccesible para el farmaco libre. Ademas, las
dosis multiples con ambas formulaciones produjeron un alto grado de inhibicion en el

bazo en comparacion con la anfotericina B libre (Agrawal y cols., 2002).

3.2. Toxicidad.

La toxicidad de la Fungizona® y los liposomas de anfotericina B ha sido
comparada en ensayos con células epiteliales de riidn en sistemas in vitro (Krause y
cols., 1974), observandose diferencias marcadas entre la toxicidad aguda y crénica de
la anfotericina B liposomal, ya que reduce la toxicidad aguda. La observacién de que la
asociacion de anfotericina B con lipidos disminuye la toxicidad en lineas celulares de

rindn y en eritrocitos humanos, también es aplicable a las células del sistema inmune.

Las tres formulaciones lipidicas comerciales tienen dosis letales 50 mayores
que la Fungizona®, asi, la DL50 de Amphocil® es 18 veces mayor, la de Abelcet® 23
veces mayor y la de AmBisome® 87 veces mayor (Viviani, 1994). Estas formulaciones

también tienen menor toxicidad hacia células animales in vitro que la Fungizona®.

Ninguna formulacion preparada con un detergente o con liposomas ha
demostrado ser mas terapéutica que la Fungizona®. No se han hecho estudios a gran
escala de la eficacia comparativa de distintas formulaciones independientemente con
la Fungizona®. En general, las formulaciones de anfotericina B basadas en lipidos son
menos toxicas en animales no infectados que la Fungizona®, y en animales infectados
la maxima dosis tolerable, es decir, las dosis maximas que no producen toxicidad
aguda, son mayores. Un incremento en la dosis tolerada, sin embargo, no se traduce
en un incremento de la DL50. De hecho los animales infectados enfermos son mas
susceptibles a la toxicidad por anfotericina B que los animales sanos. El incremento en
la eficacia se debe a que las formulaciones menos téxicas pueden ser administradas a

dosis mayores (Brajtburg y Bolard, 1996).
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Las reacciones adversas en el perro también son debidas a la dosis. Se ha
visto que el mecanismo por el que la anfotericina B produce toxicidad es por su unién
a lipoproteinas plasmaticas de baja densidad (LDL), y precisamente los receptores que
existen en los mamiferos son para lipoproteinas plasmaticas de baja densidad
(Barwicz y cols., 1991). El efecto téxico mas importante es la nefrotoxicidad y
aumentan los niveles de creatinina sérica y el nitrogeno ureico. En el perro las
alteraciones glomerulares son debidas a la dosis y son mas pronunciadas cuando se
administra en bolus que cuando se hace lentamente (Rubin y cols., 1989). También
existen en perros alteraciones hepaticas (Fielding y cols., 1992; Lamothe, 1997),
neurotoxicidad, anemia normocitica y normocromica, debido a la inhibicién de
eritropoyetina; leucopenia, trombocitopenia y tromboflebitis. Las formulaciones
lipidicas son menos toxicas porque se unen a lipoproteinas de alta densidad (Brajtburg
y Bolard, 1996).

3.3. Farmacocinética.

Cuando la anfotericina B llega al torrente sanguineo se une en su mayor parte
a la lipoproteinas plasmaticas (Martindale, 1999). Cuando se administra por via
intravenosa alcanza concentraciones eficaces en el liquido peritoneal, el pleural y el
articular (Catalogo de especialidades Farmacéuticas, 2003). Su volumen de
distribucion es de unos 4 L/Kg y su semivida plasmatica es de unas 24 horas, llegando
a alcanzar un vida media de 15 dias en el organismo. La excrecion se realiza por orina

y bilis principalmente (US Pharmacopeia Dispensing Information, 1992).

En ensayos experimentales se observd que en todos los grupos de ratones
Balb/c infectados con L. infantum y tratados con AmBisome® se encontraron altos
niveles de anfotericina B en higado y bazo, sobre todo en higado, disminuyendo
lentamente en ambos 6rganos durante los 15 dias después de la ultima dosis de
AmBisome® (Gradoni y cols., 1993). Ademas, se observo que existian mas niveles de
AmBisome® que de anfotericina B convencional en tejido, con niveles detectables 14
semanas después del tratamiento; es decir, que el AmBisome® se acumulaba mas en
tejidos que la forma libre de anfotericina B y esto podia ser debido a que va

directamente a macréfagos (Gangneux y cols., 1996).
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Con otras formulaciones de anfotericina B también existian muchos mas
niveles de farmaco en higado y bazo que con la forma libre (Paul y cols., 1997),
permitiéndose una reduccién de la toxicidad y la persistencia en tejidos, mas que el
incremento de actividad. Esto es lo mismo que observan Croft y cols. en 1991 y
Gangneux y cols. en 1996, postulando que el acceso de formulaciones liposomales a
6rganos ricos en macrofagos como la médula ésea, piel, tracto gastrointestinal, etc, es

esencial para evitar recaidas.

3.4. Efecto inmunomodulador.

El efecto inmunomodulador de la anfotericina B ha sido reconocido durante
muchos afios, y su actividad inmunomoduladora, ha sido revisada (Yamaguchi y cols.,
1993). Se han estudiado sus efectos inmunoestimuladores sobre linfocitos, monocitos
y leucocitos polimorfonucleares asi como su efecto en la respuesta del hospedador.
Varios trabajos muestran que la anfotericina B a altas concentraciones, que estan por
encima del maximo nivel sérico obtenido en humanos, inhiben la funcidn de las células

B, T y polimorfonucleares (Marmer y cols., 1981; Walls y Key, 1982).

Este aparente efecto supresor sobre estas células puede ser atribuido a su
toxicidad y al deoxiglicolato que esta contenido en las preparaciones clinicas
intravenosas de Fungizona®. Sin embargo, un mayor nimero de trabajos muestran
que la anfotericina tiene un efecto inmunoadyuvante sobre los linfocitos (Nair y
Schwartz, 1982; Sarthou y cols., 1986) y un efecto inmunoestimulador en términos de
favorecer las funciones del macréfago y células PMN, como la quimiotaxis, fagocitosis,
actividad microbicida y respuesta quimioluminiscente a concentraciones similares o
mas bajas (Perfect y cols., 1987; Gelfand y cols., 1988; Wolf y Massof, 1990). Por
ejemplo, se ha visto que la anfotericina B puede estimular los macréfagos murinos
para producir niveles marginales de TNF-a (Chia y Pollack. 1989; Chia y McManus.
1990) y que la anfotericina B, al contrario que los azoles, es inmunoestimuladora ya
que induce resistencia del hospedador a la infeccién por Pseudomonas aeruginosa

(Yamaguchi y cols., 1993).
Ya que se sabe que la anfotericina B estimula el sistema inmune bajo

condiciones apropiadas, se ha sugerido que la anfotericina B podria ser usada

profilacticamente contra infecciones fungicas, por ejemplo, se vio que las células de
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Candida albicans viables o matadas eran capaces de inducir la produccion in vitro de
TNF-a por los macréfagos y esta actividad era incrementada por la anfotericina B
empleada para proteger a los ratones contra la infeccion sistémica con Candida

albicans (Vecchiarelli y cols., 1986).

Aunque siempre hay datos conflictivos, parece que la anfotericina B es
inmunoestimuladora en un rango de dosis apropiado. También se ha visto que la
anfotericina B acrecienta la respuesta inmune en la mayoria de las cepas

consanguineas de raton (Bolard, 1991).

Si la anfotericina B produce dafio celular es debido a la generacién de formas
reactivas de oxigeno y la capacidad para descomponerlas podria afectar a la
resistencia al dafio (Brajtburg y cols., 1990). Este razonamiento es sostenido por la
evidencia de que anfotericina B estimulaba un mayor estallido respiratorio en los
macrofagos de ratones AKR que en los macrofagos de ratones C57BL/6 (que son
menos resistentes al dafio por anfotericina B). Por el contrario, se ha visto que la
anfotericina suprime la respuesta inmune humoral y celular, asi como la activacién de
macrofagos. La simple explicacion para este resultado contradictorio es que la
toxicidad dosis-dependiente para las células de mamiferos impide la demostracién de

ningun efecto inmunoestimulador (Brajtburg y Bolard, 1996).

También se ha visto que la proliferacion de células T era menos inhibida por
anfotericina B incorporada en liposomas que por Fungizona® (Boggs y cols., 1991). Asi
mismo, Abelcet® estimula la actividad oxidativa y la expresién de integrinas de los
neutrofilos polimorfonucleares en mayor grado que Fungizona® y Abelcet® era mas
efectivo disminuyendo la movilidad de neutrofilos polimorfonucleares. Sin embargo,
cuando se comparan con Fungizona®, los complejos lipidicos disminuyen la activacion
de los neutréfilos polimorfonucleares humanos (Sullivan y cols., 1992).
Concentraciones muy altas de Fungizona® inhiben la proliferacién de los esplenocitos
de ratén, mientras que altas concentraciones de AmBisome® no tienen efecto. Como
AmBisome® no tiene efecto en la actividad inmunoldgica de los esplenocitos y podrian
no deprimir mas un sistema inmune ya deprimido, podria ser una buena terapia en
aquellos pacientes inmunodeprimidos (Schindler y cols., 1993). La ausencia de efecto
en las células del sistema inmune del AmBisome®, a altas concentraciones, podria

explicar el descenso de los fendmenos téxicos observados in vivo.

53



Revision bibliografica

Sin embargo, otros autores postulan que el efecto inmunomodulador de
anfotericina B no parece jugar un papel importante en la actividad antileishmania de

este compuesto (Escobar, 2001).
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OBJETIVOS.

Este trabajo tiene como objetivo principal la valoracion de nuevas

formulaciones de anfotericina B frente a la leishmaniosis visceral en un modelo de

experimentacion animal.

Los objetivos concretos son:

1.

El establecimiento de un modelo de experimentacion animal para la
leishmaniosis visceral que permita fijar las condiciones 6ptimas para
su aplicacion a la valoracion de la eficacia de nuevas formulaciones de

anfotericina B.

La valoracién de la eficacia parasitolégica de nuevas formulaciones de
anfotericina B, mediante el ensayo de distintas pautas de tratamiento,
distintos estados de agregacion de la anfotericina B, distintos

polimeros de encapsulacion y distintas dosis de principio activo.

Evaluacion de la respuesta inmune, tanto humoral como celular,
después del tratamiento con las distintas formulaciones, de manera
que se pueda realizar un seguimiento de la evolucion del tratamiento a

nivel inmunoloégico.

Puesta a punto de nuevas técnicas de Biologia Molecular para la
determinacion de parametros inmunolégicos como la expresion
génica de citoquinas y para el recuento de parasitos en nuestro

modelo experimental.
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MATERIAL Y METODOS.

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Tanto para el mantenimiento del parasito, como para las pruebas de eficacia e
inmunoldgicas, se utilizaron lotes homogéneos de cricetos (Mesocricetus auratus)

machos, de 60 - 70 g de peso (Harlan Ibérica S.A.).

Asi mismo, para los estudios en modelo murino se emplearon lotes
homogéneos de ratones BALB/c machos, de 6 a 8 semanas de edad (Harlan Ibérica
S.A).

Todos ellos estuvieron alojados en jaulas Macrolén PANLAB-100, en estancias

con temperatura, humedad y luz controladas.

2. CEPAS DE Leishmania.

En todas las infecciones experimentales se emplearon promastigotes de la
cepa M/CAN/ES/96/BCN150 (zimodema MON-1) de L. infantum, aislada de un perro
en Caceres, que fue cedida cortésmente por los Profesores José Maria Requena y
Carlos Alonso (Laboratorio de Parasitologia Molecular, Centro de Biologia Molecular,

Universidad Autbnoma de Madrid).

Paralelamente, se realizaron también ensayos de mantenimiento en criceto,
con la cepa M/CAN/ES/92/BCN83 (zimodema MON-1) de L. infantum, amablemente
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cedida por la Profesora Montserrat Portus (Laboratorio de Parasitologia, Departamento
de Microbiologia y Parasitologia Sanitarias, Facultad de Farmacia, Universidad de

Barcelona).

Para la obtencion del antigeno (extracto bruto salino) utilizado en las distintas
pruebas inmunoldgicas, se emplearon promastigotes de la cepa MHOM/Fr/78/LEM75
de L. infantum, procedente de Montpellier, proporcionada amablemente por el Profesor
José Maria Alunda (Departamento de Patologia Animal |, Facultad de Veterinaria,
Universidad Complutense de Madrid). Ademas, en los ensayos de linfoproliferacién in
vitro también se empleé antigeno de la cepa M/CAN/ES/96/BCN150.

3. CULTIVO Y RECUENTO DE PROMASTIGOTES PARA INFECCION.

Se emplearon promastigotes de “reciente aislamiento” (cuatro pases en cultivo
desde su transformacién a partir de amastigotes) de la cepa BCN150 en fase
estacionaria de 7 dias, mantenidos a 26° C en medio C-199. Los recuentos se

realizaron en camara de Neubauer, a la dilucién 1/100 con un 2% de formol.

Se realizaron los calculos necesarios en funciéon del nimero de animales que
se iban a infectar y de la dosis infectante a administrar, teniendo en cuenta que el
volumen de inéculo a inyectar era de 0.2 ml/animal. Una vez determinado el volumen
de cultivo necesario, se realizé un primer lavado a 2500 r.p.m. durante 10 minutos a 4°
C en su propio medio. Posteriormente, se hizo un segundo lavado a 2500 r.p.m.
durante 10 minutos a 4° C en PBS. Finalmente, el pellet se resuspendié en el volumen
fijo de PBS frio que se habia calculado previamente y se mantuvo en hielo durante

todo el tiempo que duré la infeccion.

4. INFECCIONES EXPERIMENTALES.

Se empled como anestésico una solucidon acuosa de uretano (Sigma) al 15%,
de la que se administré un volumen de 0.2 ml/animal. Las infecciones se realizaron por
via intracardiaca, empleando jeringas de insulina (Novico S.p.A.), introduciendo con
mucho cuidado la aguja por debajo del esternén, de manera que se formara un angulo
de 45° entre la jeringa y el cuerpo del animal. Esta técnica requiere mucha destreza y

habilidad, porque los animales pueden morir durante el proceso y fue realizada por la
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Dra. M? Auxiliadora Dea Ayuela del Departamento de Parasitologia de la Facultad de

Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid.

En las pruebas de modelo de infeccién en criceto se emplearon dosis de 10° y
10" promastigotes por criceto, mientras que el las pruebas de modelo en ratén se
emplearon dosis de 10°, 10° y 10’ promastigotes por ratén. En todas las pruebas de
eficacia e inmunoldgicas se empled una dosis de infeccién de 10’ promastigotes por

criceto.

5. PRINCIPIO ACTIVO Y POLIMEROS EMPLEADOS EN LAS DISTINTAS
FORMULACIONES GALENICAS ENSAYADAS.

Tanto el principio activo como los distintos polimeros empleados para la
encapsulacién del mismo, fueron proporcionados por el Departamento de Farmacia
Galénica y Tecnologia Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de la Universidad
Complutense de Madrid, siguiéndose un riguroso proceso de puesta a punto,

validacion y caracterizacion.

El principio activo empleado en todos las pruebas fue la Anfotericina B
(anfotericina B-2 micronizada, pureza del 93%, proporcionada por Squibb Industria
Farmacéutica S.A.), en sus distintos estados de agregacion: dimérico, monomérico y

poliagregado.

CH,

OH

CH;3

Estructura quimica de la anfotericina B.

La anfotericina B en estado de agregacion dimérico, que es considerada un
simil de la especialidad farmacéutica comercial (Fungizona®), fue elaborada mediante

la disolucion de deoxicolato de sodio en agua, posterior alcalinizaciéon con hidroxido
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sédico hasta pH 12, adicién de anfotericina B hasta completa disolucion y

neutralizacion final a pH 7.4 con acido ortofosférico.

En algunas pruebas también se empleé Fungizona endovenosa® (Squibb

Industria Farmacéutica S.A.).

Los distintos polimeros empleados para la microencapsulacion de la

anfotericina B fueron los siguientes:

¢ Albumina sérica humana (Human Seric Albumin: HSA) (Solucién de
albumina humana al 20% Behring inyectable®. Aventis Behring).

e Acido poli(lactico co-glicélico) Resomer® RG-502 (PLGA RG-502)
(Boehringer Ingelheim Pharma K.G.).

e Acido poli(lactico co-glicélico) Resomer® RG-503 (PLGA RG-503)
(Boehringer Ingelheim Pharma K.G.).

En todos los casos las formulaciones fueron administradas por via intracardiaca

en un volumen de 0.2 ml/criceto.

6. REACTIVOS GENERALES.

PBS 10X

NaH,PQO,.H,O (Panreac) 25¢g
Na,HPO,.7H,0 (Panreac) 2249
Disolver en 500 ml de agua destilada y ajustar a pH: 7,2-7,4.
CINa (Panreac) 8764¢

Enrasar a 1 L. Diluir a 1/10 antes de usar, resultando un tampén final fosfato
0.01 My CINa 0.15 M.
PBS-Glucosa-EDTA

EDTA disddico (Probus) 2 mM 0.744 g
Glucosa (Panreac) 50 mM 9.008 g
PBS 1X c.s.p. 1L
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7. REACTIVOS PARA ELISA.

Tampoén Carbonato-Bicarbonato

Na,CO; (Merck) 3.2¢
NaHCO; (Merck) 59g¢
Agua destilada c.s.p. 1L

Ajustar a pH 9.6
PBS - Tween (0.05%)

Tween 20 (Panreac) 0.5 ml

PBS pH 7.2-7.4 cs.p.1L
BSA al 5%

BSA (Fraccion V - Sigma) 59

Agua destilada c.s.p. 100 mi
BSA al 0.1 % en PBS

BSA al 5% 1 ml

PBS - Tween c.s.p. 50 mi
Tampon Citrato-Fosfato

Citrato 0.1 M 100 ml
Fosfato 0.2 M 100 ml
Agua destilada c.s.p. 400 ml

Ajustar a pH 5, con HCI
Citrato 0.1 M:
Citrato sédico (Panreac) 21g
Agua destilada c.s.p. 1L
Fosfato 0.2 M:
Fosfato disédico
hidratado (Panreac) 356¢g
Agua destilada c.s.p. 1L
Sustrato
O-fenileno-diamina (OPD)
(Sigma) 40 mg
Tampén citrato-fosfato 100 mi
Disolver el OPD en el tampén y en el momento de su uso, afiadir un 30% de

H,O, (Panreac) manteniendo la mezcla en oscuridad.
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H,SO, 3 N
H,SO, (Panreac) 80 ml
Agua destilada c.s.p. 500 ml

Conjugados marcados con peroxidasa
Inmunoglobulina de cabra anti-ratén IgG1 (Caltag)
Inmunoglobulina de cabra anti-ratén IgG2a (Caltag)
Inmunoglobulina de cabra anti-ratén IgG3 (Caltag)
Inmunoglobulina de cabra anti-ratén IgM (Caltag)

Inmunoglobulina de conejo anti-criceto IgG: HRPO (Oxford Biotechnology)

8. REACTIVOS PARA ELECTROFORESIS DE PROTEINAS.

Acril/bisacrilamida (30 : 0.8)

Acrilamida (BioProbe) 3049

Bisacrilamida (BioRad) 0849

Llevar hasta 100 ml con agua destilada, filtrar con papel Whatman n°® 1 y
almacenar en oscuridad a 4° C.

“Resolving” (3M Tris - HCI, pH 8.8)

Tris (Merck) 36.3 g
HCI1M 48 ml
Agua destilada c.s.p. 100 mi

Ajustar a pH 8.8 con HCI 1 N, filtrar con papel Whatman n° 1 y almacenar en
oscuridad a 4° C.
“Stacking” (0.5 M Tris - HCI, pH 6.8)

Tris (Merck) 6g
HCI1 M 48 ml
Agua destilada c.s.p. 100 mi

Ajustar a pH 6.8 con HCI 1 N, filtrar con papel Whatman n° 1 y almacenar en

oscuridad a 4° C.
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Agua destilada

Stacking

Glicerol (Merck)

SDS (Sigma) 10%

Azul de Bromofenol (Merck)
0.05% (p/v)

SDS al 10%

SDS

Agua destilada

Persulfato aménico al 1.5%
Persulfato aménico (Merck)

Agua destilada

Tampén de cubeta (Reservoir Buffer) pH 8.3

Tris (0.25 M)
Glicina (BioRad)
SDS

Agua destilada

Material y métodos

1.2 ml
1ml

4.6 ml
0.8 ml

0.2 ml

1049
c.s.p. 100 mi

1.5¢
c.s.p. 100 mi

30.3g
144.0 g
10049
c.s.p. 1L

Marcadores de Peso Molecular para electroforesis de proteinas
Pretefidos de amplio rango (6.700-208.000 Da, Bio-Rad).

Tampon de electrotransferencia

Glicina (39 mM)
Tris (48 mM)

SDS (0.0375% p/v)
Metanol (20% v/v)
Agua destilada

Solucién de bloqueo
Leche desnatada (Nestlé)
PBS

9. REACTIVOS PARA WESTERN-BLOT.
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5.81g¢g
0.375¢g

200 ml
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Solucion de revelado

Solucion A:

H,O, 6 ul
PBS 10 ml
Solucién B:

4-cloro-1-naftol (Sigma) 0.03g
Metanol 10 ml

Anadir la solucidon B sobre la A en oscuridad.

10. REACTIVOS PARA CITOMETRIA DE FLUJO.

Cloruro amoénico al 0.8 %

CINH,4 (Panreac) 08g

Agua destilada c.s.p. 100 ml
p - formaldehido al 0.2 %

p - formaldehido 029

PBS 1IXpH7.2-7.4 c.s.p. 100 ml

Calentar a 60° C en campana, afadiendo NaOH hasta obtener una solucion

transparente.

Anticuerpos monoclonales

Anticuerpo monoclonal anti-CD4 (L3T4) de raton conjugado con R-
Ficoeritrina (R-PE) (PharMingen).

Anticuerpo monoclonal anti-CD19 de ratén conjugado con Isotiocianato
de Fluoresceina (PharMingen).

Anticuerpo monoclonal anti-CD8 de ratén conjugado con lIsotiocianato
de Fluoresceina (PharMingen).

Anticuerpo monoclonal anti-TCR  de raton conjugado con R-
Ficoeritrina (R-PE) (PharMingen).

Anticuerpo monoclonal anti-TCR 3 de ratén conjugado con
Isotiocianato de Fluoresceina (PharMingen).

Anticuerpo monoclonal anti-CD45 (LCA-Ly) de ratén conjugado con

Cykron (PharMingen).
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11. REACTIVOS PARA LA DETERMINACION DE INMUNOCOMPLEJOS EN
RINON.

Tampoén Citrato 0.02 M pH 3.5

Acido citrico 3.84¢
Agua destilada c.s.p. 1L
El pH se ajusta a 3.5 con Na,HPO,

Tampoén Na,HPO,

Na,HPO, 358 g
Agua destilada c.s.p. 1L

12. REACTIVOS PARA PCR.

Tampon para geles de agarosa, Tris-Acetato (TAE) 50X

Tris base 242 g

Acido acético glacial 57.1 mi
EDTA0.5M 100 ml

Agua destilada c.s.p. 1000 ml

Ajustar a pH 8. Este tampdn se emplea diluido 1x tanto en la mezcla del gel de

agarosa, como en el tanque de electroforesis.

EDTA0.5M
EDTA 16.8 g
Agua destilada c.s.p. 100 ml

Tampén de muestra

Azul de bromofenol 0.25%

Sacarosa (Panreac) 40% p/v en agua destilada

Conservar a —20° C.

Polimerasas

AmpliTag® Gold PCR Master Mix (Applied Biosystems).

SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems).

En ambas polimerasas ya estan incorporadas todos los reactivos necesarios
para realizar la PCR, excepto los cebadores, el agua y el material genético, es
decir, en ambas mezclas ya estan incluidos los desoxinucleétidos (dNTPs), el

cloruro magnésico y el tampon Tris-HCI correspondiente, a las concentraciones
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adecuadas. Ambas polimerasas fueron empleadas en las cantidades
recomendadas por la casa comercial.

Marcadores de Peso Molecular

De rango 80-1000 Kb (BioTools).

13. MEDIOS DE CULTIVO.

13.1. Medio de cultivo C-199 (Sigma): adicionado de 1% de adenina (Sigma)
10 mM en hepes (Sigma) 50 mM; 0.2% de hemina (Sigma) 0.25% (p/v) en
trietanolamina (Sigma) 50%; bicarbonato (Panreac) 0.348 g/L, hepes 25 mM, penicilina
(Penilevel) 100 Ul/ml, estreptomicina (Cepa) 100 ug/ml y SBF (Quimigen) 20%,
ajustandose el pH a 7.2 y posterior esterilizacion mediante filtracién por membrana de
0.22 pym.

13.2. Medio de cultivo Schneider's (Sigma): adicionado de hepes 4 ¢g/L,
bicarbonato 0.4 g/L, penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina 100 ug/ml y SBF 10%,
ajustandose el pH a 6.7 y posterior esterilizacion mediante filtracion por membrana de
0.22 um.

13.3. Medio de cultivo NNN (Novy-Nicole-McNeal): 8 g de base de agar
sangre (Hispanlab), c.s.p. 200 ml de agua destilada. La base de agar se disolvid en
agua hirviendo y la solucién se esterilizé6 en autoclave. Posteriormente se dejé enfriar
hasta 60° C y se afadid la sangre desfibrinada de conejo (30 ml de sangre
desfibrinada de conejo por cada 70 ml de agar). El medio asi obtenido, se anadié bien

a placas de 96 pocillos (Sarsted) o bien, a tubos (Dismalab) de 25 ml estériles.

Se afadieron 50 :1 de dicho medio a cada pocillo de forma que al solidificar, en
la placa inclinada, quedara una ventana que permitiera la posterior visualizacién de los
parasitos. Los tubos se prepararon afiadiendo el medio NNN y dejandolos
semitumbados para que el medio solidificara en forma de pico de flauta. Una vez
solidificado el medio, se dejaron una noche a temperatura ambiente para que se
formara el liquido de condensacion necesario para la transformacion de los

amastigotes a promastigotes.
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Placa de NNN de 96 pocillos.

13.4. Preparacion de sangre desfibrinada de conejo: Se lavaron perlas de
vidrio (3-5 mm) durante una noche en una solucion de HCI 1 M y al dia siguiente se
limpiaron con alcohol de 70° y agua destilada y se secaron con una gasa.
Posteriormente se repartieron (3-5 g) en botellas de vidrio de 100 ml y se esterilizaron

en autoclave. Cada botella servia para desfibrinar 5-10 ml de sangre.

La sangre, extraida de la vena marginal de la oreja del conejo en condiciones
estériles, se afadidé a las botellas y se mezclé por inversién hasta que se formo el
coagulo (5-10 minutos). A continuacién se repartié en tubos estériles de 25 ml y se
incubd a 49° C durante 15 minutos con el fin de inactivar el complemento. Finalmente
se afiadieron los antibiéticos (200 Ul de penicilina, 200 ug de gentamicina (Acofarma)

y 2 mg de estreptomicina por ml de sangre) y se almacend a 4° C hasta su uso.

13.5. RPMI-1640 10% SBF: adicionado de L-glutamina 2 mM, Hepes 5 g/L,
bicarbonato sddico 2.2 g/L y gentamicina 50 ug/ml; ajustandose el pH a 7.2-74 y

posterior esterilizacion mediante filtracion por membrana de 0.22 um.

14. PESOS DE LOS ANIMALES Y DE LOS ORGANOS.

En la mayoria de los experimentos los animales fueron pesados
quincenalmente para determinar si existia una recuperacion del peso en aquellos lotes
tratados con las formulaciones galénicas. Asi mismo, los 6rganos, bazo e higado,
fueron pesados en el momento de su extraccion con el fin de comprobar si habia una
disminucion de la hepatoesplenomegalia en los animales tratados y, porque también
era necesario conocer el peso para posteriormente realizar los calculos para

determinar la carga parasitaria.
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15. OBTENCION DE AMASTIGOTES DE TEJIDOS Y TRANSFORMACION A
PROMASTIGOTES.

Los drganos, bazo o higado, fueron homogeneizados, en condiciones estériles,
sobre una rejilla metalica empleando PBS-Glucosa-EDTA frio. Los restos celulares se
eliminaron haciendo pasar el homogenado a través de una columna de lana de vidrio
estéril. La solucion obtenida se centrifugd a 3500 r.p.m. durante 15 minutos y 4° C.
Posteriormente se eliminaron los sobrenadantes y los “pellets” fueron resuspendidos
en 3-4 ml medio C-199; dicha suspension se reparti6 en varios tubos de NNN,
mezclandose bien con el liquido de condensacion de los mismos. Después se
incubaron durante 2-3 dias a 26° C, momento en el cual los promastigotes ya eran
visibles. Dichos promastigotes fueron transferidos a frascos de cultivo estériles que

contenian medio liquido C-199 para su posterior multiplicacion también a 26° C.

16. DETERMINACION DE LA CARGA PARASITARIA EN BAZO E HIGADO.

Se llevé a cabo mediante el método de la Dilucion Limite (Hill y cols., 1983;
Titus y cols., 1985). Una vez sacrificados los animales y tras pesar los 6rganos (bazo e
higado), se pes6 una muestra de los mismos que fue homogenizada, en condiciones
estériles, sobre una rejilla metalica, empleando PBS-Glucosa-EDTA frio. Los restos
celulares se eliminaron haciendo pasar el homogenado a través de una columna de
lana de vidrio estéril. La solucion obtenida se centrifugé a 3500 r.p.m. durante 15
minutos y 4° C. Posteriormente se eliminaron los sobrenadantes y los “pellets” fueron

resuspendidos en un volumen fijo de medio C-199.

A las placas de NNN previamente se les habia afiadido 100 :|1 de medio C-199
por pocillo, excepto en el primer pocillo de forma que a éste se le anadieron 200 :1 de
la muestra. Desde este pocillo y a continuacién, se fueron pasando 100 :I hasta el

ultimo pocillo, es decir, se realizé una dilucion en base 2.

Las placas se incubaron durante 10 dias a 28° C, momento en el que se
procedié a la visualizacion del numero de pocillos positivos. Se asume que los
amastigotes se han ido diluyendo de tal manera que en el ultimo pocillo positivo la
dilucion es maxima, es decir, queda un solo amastigote. Los promastigotes que crecen

en ese pocillo provienen de ese Unico amastigote. Si eso es cierto, la carga parasitaria
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inicial de ese pocillo fue 1. Como la muestra estaba diluida tendremos que multiplicar
por 2, es decir, que en el ultimo pocillo positivo se considera que la carga parasitaria
es 2. En el anterior es 4, en el anterior a este, es 8, y asi sucesivamente. Asi,
mediante una tabla de transformacién se obtiene el nimero de parasitos contenido en
cada muestra y tras una serie de célculos se deduce el numero de parasitos por

miligramo de 6rgano.

Pocillos positivos N° de parasitos
2
4
8
16
32
64

128

256

512

1024
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-
o

17. OBTENCION DEL ANTIGENO (Extracto bruto salino).

Se emplearon promastigotes en fase estacionaria (dia 7 post-indculo) de L.
infantum de la cepa LEM75 o de la cepa BCN150, obtenidos a partir de cultivos en
masa en medio Schneider’'s o en medio C-199 respectivamente. Dichos promastigotes
se sometieron a varios lavados por centrifugacion en PBS a 2500 r.p.m. durante 10
minutos y posteriormente se dispusieron en tubos Eppendorff de base cénica inmersos
en bafio de hielo y se sonicaron, mediante pulsos de 10 segundos, en un sonicador
(dr. Hielscher GmBH) al 100% de potencia. El proceso finalizé cuando
microscopicamente no se observaba ningun promastigote entero. La extraccién de las
proteinas se realizé en PBS pH 7.2-7.4, durante 24 horas a 4° C. Al dia siguiente, se
centrifugd a 15.000 r.p.m. durante 1 hora a 4° C, recogiéndose el sobrenadante, que
fue dializado frente a PBS pH 7.2-7.4. La concentracién de proteinas fue valorada
mediante el método de Bradford. Una vez fraccionadas, las muestras fueron

congeladas a -80° C hasta su uso.
18. VALORACION DE PROTEINAS POR EL METODO BRADFORD.
La concentracion proteica, en todos los casos, se determind mediante el

método de Bradford (1976), empleando una solucion colorante de Bio-Rad (Richmond,
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CA, USA) y siguiendo el procedimiento de microensayo que permite detectar
concentraciones entre 5-250 pg/ml. Para ello, se realizé6 una curva patrén proteica
(albumina sérica bovina: BSA) a partir de una solucién madre de concentracion 1

mg/ml, siguiendo la siguiente pauta:

Soluciéon de BSA PBS Reactivo Bradford
2yl 798 ul 200 pl
4 ul 796 ul 200 pl
8 pl 792 ul 200 pl
12 pl 788 ul 200 pl
16 pl 784 ul 200 pl
20 pl 780 ul 200 pl
Blanco 800 pl 200 pl

Se realizaron distintas diluciones de la muestra problema en las mismas
condiciones y se incubaron durante 5-10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se midieron las absorbancias a 595 nm en un espectrometro
(Ultrospec Ill Pharmacia LKB).

19. OBTENCION DE SUEROS.

Los animales fueron sangrados a partir del plexo retro-orbital, semanalmente.
Tras la coagulacion de la sangre, se realizaron dos centrifugaciones sucesivas durante
10 minutos a 3000 r.p.m. para la obtencién de los sueros, que fueron almacenados a

— 20° C hasta el momento de su uso.

20. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE ANTICUERPOS.

La determinacién cuantitativa de los niveles de anticuerpos se realizé mediante

la técnica de ELISA INDIRECTO, consistente en las siguientes etapas:

e Fijacién del antigeno: Se realizd sobre placas de poliestireno de 96 pocillos y

fondo plano Polysorp Surcase (Nunc Brand Products), durante una noche a 4°
C. Para ello, se diluy6 el antigeno en tampon carbonato-bicarbonato 0.1 M pH

9.6, hasta la concentracion final deseada (en este caso 2.5 ug/ml). De esta
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solucién se afiadieron 100 ul a cada pocillo. Tras este periodo, se procedioé al
lavado de las placas tres veces con PBS-Tween 20 al 0.05%, para eliminar
aquellos antigenos no fijados o mal fijados.

Postapizado: Se afadieron 200 pl por pocillo de una solucién de BSA al 0.1 %
en PBS y se dejé en incubacién durante una hora a 37° C. Durante ese periodo
de incubacién se tapizan perfectamente las zonas que no han sido recubiertas
por el antigeno, evitando asi adsorciones inespecificas de las
inmunoglobulinas. Después se lavaron las placas de la misma manera que en
el apartado anterior.

Adicion de los sueros: Se anadieron 100 ul por pocillo, de los sueros a la

dilucion adecuada, en cada caso, en PBS-Tween 20-BSA al 0.1%, y se dejaron
en incubacion durante dos horas a 37° C. Posteriormente, se lavaron las placas
igual que siempre para eliminar los anticuerpos que no habian reaccionado.

Adicién _de anti-anticuerpos conjugados con peroxidasa, diluidos en PBS-

Tween 20-BSA al 0.1%: Se afnadieron 100 ul por pocillo, a la concentracion

indicada por la casa comercial, y se dejaron en incubacion durante una hora a
37° C. Después se lavaron las placas tres veces en PBS-Tween 20, para
eliminar el conjugado que no habia reaccionado.

Adicion del sustrato (OPD): Se afiadieron 100 ul por pocillo, dejandose actuar a

temperatura ambiente y en oscuridad hasta que los controles negativos
empezaron a adquirir color.

Frenado de la reaccion: Mediante la adiccion de 50 pl por pocillo de H,SO4 3 N.

Lectura de las densidades épticas: A 492 nm en un espectrofotdmetro EIx800
(Bio-Tek Instruments Inc, USA).

Simultaneamente se dispusieron pocillos control sin antigeno para comprobar
que la reaccién colorimétrica era debida a la formacién del complejo antigeno-

anticuerpo y no a reacciones inespecificas.

21. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA
CON DODECIL SULFATO SODICO (SDS-PAGE).

Se llevé a cabo una electroforesis vertical en placa, en una cubeta Mini-Protean

Il de Bio-Rad y con una fuente de alimentacion de Pharmacia LKB ECPSN 3000/150,

manteniendo un voltaje constante de 125 V. El analisis de las muestras se realizé en

geles de poliacrilamida en sistema discontinuo, empleando dos geles de concentracion
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diferente y dos sistemas de buffer también distintos. El primer gel se llamaba gel
"Stacking" o concentrador con un tamafo de poro grande, que se polimerizé por
encima del gel separador "Resolving", que en este caso era en gradiente 5-20 %. La

composicion de los geles era la siguiente:

Gel de separacion o "Resolving" en gradiente 5-20 %

COMPOSICION 20 % 5%
Bis-acrilamida (30 : 0.8) 1.333 ml 0.333 ml
3M Tris-CIH, pH 8.8 0.25 ml 0.25 ml
SDS 10% 20 pl 20 pl
Persulfato amoénico 1.5 % 100 pl 100 pl
TEMED (Sigma) 21l 2.1 ul
Agua destilada 0.297 mi 1.297

Se prepararon por separado las soluciones de cada concentracion y una vez
afnadidos el persulfato aménico y el TEMED, que actuaban como catalizadores de la
reaccion de polimerizacion, se dispusieron en un sistema de vasos comunicantes, de
forma que se cre6 un gradiente de concentracion al caer entre el sistema de cristales
previamente nivelado. A continuacion, y con el fin de que el frente quedara horizontal
se anadieron 1 6 2 ml de agua destilada. Se dejoé polimerizar durante 20 minutos a

temperatura ambiente, eliminandose finalmente el agua con un papel de filtro.

Gel de concentracion o "Stacking" al 4%

COMPOSICION VOLUMEN
Bis-acrilaminda (30 : 0.8) 0.25 ml
0.5 M Tris-CIH, pH: 6.8 0.50 ml
SDS 10% 20 pl
Persulfato amoénico 1.5% 100 pl
TEMED 2.8 ul
Agua destilada 1.130 ml

Antes de afadir el gel “Stacking” se colocaron los peines adecuados y se
afiadi6 el gel, dejandose polimerizar durante 20-30 minutos a temperatura ambiente. A

continuacion, se extrajo el peine y se limpiaron los restos de gel con papel de filtro.
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El proceso se llevé a cabo en condiciones reductoras, utilizando en este ultimo
caso, el R-mercapto-etanol como agente reductor, que se anadié a la mezcla de la

muestra proteica y el tampdn de muestra, calentandose a 100° C durante 5 minutos.

22. DETECCION DE ANTIGENOS POR WESTERN-BLOT.

Las muestras de antigeno (200 ug) se sometieron a electroforesis en geles
SDS-PAGE en gradiente 5-20%, en condiciones reductoras. A continuacién, se
transfirieron electroforéticamente a papel de nitrocelulosa de 0.2 ym de poro

(Amersham Biosciences) en sistema semiseco.

Para la transferencia se colocaron varias capas de papel Whatman, embebido
en tampon de electrotransferencia sobre la plataforma de la fuente, a continuacion se
dispuso la membrana de nitrocelulosa, directamente sobre ésta el gel de
poliacrilamida, y ya por ultimo varias capas de papel Whatman embebidas en el
tampén anterior, eliminando cuidadosamente las posibles burbujas que se hubieran
formado. La transferencia se efectio aplicando una corriente constante de 45 mA
durante toda la noche en un aparato de electrotransferencia Multiphor 1l 2117

(Pharmacia).

Una vez finalizada ésta, las membranas fueron incubadas a 37° C durante 2
horas en solucion de bloqueo (leche en polvo descremada al 5% en PBS pH 7.2). Los
sueros se afadieron en la dilucién correspondiente en PBS-Tween 20, leche
descremada al 1% y Triton X-100 al 0.1%, incubandose durante tres horas a
temperatura ambiente en agitacién, tras lo cual se procedié a lavar las membranas con
PBS-Tween 20 (3 x 5 minutos, en agitacion). Posteriormente, se afadioé el conjugado
marcado con peroxidasa a la diluciéon correspondiente en PBS-Tween 20, leche
descremada al 1% y Triton X-100 al 0.1 %, con el que se volvio a incubar durante tres
horas, en agitacion y a temperatura ambiente. Finalmente, se procedi6é al revelado
mediante adicion del sustrato. La incubacion tuvo lugar en oscuridad, a temperatura
ambiente y agitacién hasta la aparicién de las bandas, tras lo cual se frend la reaccion,
mediante lavados en agua destilada y secado en papel de filtro, guardandose las

membranas en oscuridad.
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23. OBTENCION DE LINFOCITOS ESPLENICOS.

Para la obtencién de linfocitos a partir de bazo, éstos se trituraron sobre una
rejilla metalica de 40 uym, mediante el émbolo de una jeringuilla, en condiciones
estériles. Se anadieron unos mililitros de medio de cultivo RPMI estéril con 10% SBF,
pH 7.2-7.4 sobre la rejilla, recogiéndose a continuacién en un tubo de unos 30 ml,
evitando recoger restos de tejido. Seguidamente, la suspensién de linfocitos en RPMI
se sometio a centrifugacion a 1500 r.p.m., durante 5 minutos, tras lo cual se eliminé el
sobrenadante. Se sometié a un segundo lavado con unos 5-6 ml de RPMI estéril y se
le afadid 1 ml de cloruro aménico (NH,Cl) al 0.8 % estéril, con el fin de lisar los
glébulos rojos. Posteriormente, se volvid a centrifugar a 1500 r.p.m. durante 5
minutos. Tras eliminar el sobrenadante, se sometié a un ultimo lavado, afiadiendo 5-6
ml de RPMI, seguido de centrifugacion a 1500 r.p.m., 5 minutos. Tras este ultimo
lavado el "pellet" se resuspendié en un volumen fijo de RPMI para proceder al
recuento de linfocitos. El recuento se realiz6 en camara Neubauer, determinandose la

viabilidad con el colorante vital Azul Tripan.

24. DETERMINACION DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO.

Se prepard una suspension de linfocitos a partir de bazo. Para cada uno de los
animales se emplearon 10° células que se resuspendieron en 20 ul de RPMI con 10%
SBF, afnadiéndose a continuacién los correspondientes anticuerpos monoclonales* a la
dilucion recomendada por la casa comercial, dejandose en incubacién 30 minutos, en
hielo y en oscuridad. Transcurrido ese tiempo, se lavaron con 1 ml de PBS.
Finalmente, se resuspendieron en 400 pl de una solucion al 0.2% de p-formaldehido-
PBS, para fijar las células, procediéndose al dia siguiente a la determinacion de las

subpoblaciones mediante citometria de flujo.

* Dada la escasez de reactivos inmunoldgicos para criceto, fue necesario recurrir al
empleo de anticuerpos monoclonales frente a receptores de superficie de linfocitos murinos y
humanos, de forma que los tnicos que presentaron reaccién cruzada con linfocitos de criceto

fueron los marcadores CD4+ murinos.
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25. ENSAYOS DE LINFOPROLIFERACION “IN VITRO”.

La suspension de células esplénicas se ajustdé a una concentracion de 10
células/ml, dispensandose en placas de cultivo de 96 pocillos. Posteriormente, se
afadieron los mitdgenos y los antigenos a las concentraciones adecuadas. Las placas

se incubaron a 37° C y 5% de CO,, durante 72 horas. La medida de la proliferacion

celular se llevo a cabo mediante incorporacion de [H] -Timidina y posterior lectura en
un contador de centelleo liquido, expresandose los resultados mediante el indice de

estimulacion (IE).

IE = cpm células + sustancia; cpm : cuentas por minuto.

cpm células solas

Mitégenos:
Concanavalina A (Biochrom AG), 5 mg/ml
Fitohemaglutinina (Sigma), 15 mg/ml
Antigenos:
BCN150, 25 mg/ml
LEM75, 25 mg/ml

26. DETERMINACION DE INMUNOCOMPLEJOS EN RINON DE CRICETO.

Se realizé siguiendo el método descrito por Sartori y cols. (1991) y mejorado
por Requena y cols. (2000). Se tomd uno de los rifiones y se homogeneizé en 10 ml
de PBS frio. Posteriormente, se lavé el homogenado tres veces con PBS por
centrifugacion a 5000 r.p.m. durante 10 minutos en tubos Falcon de 30 ml. Después se
resuspendio el pellet en 4 ml de tampédn citrato 0.02 M, pH 3.5 y se mantuvo en
agitacién durante 2 horas a temperatura ambiente o durante toda la noche a 4° C.
Posteriormente, se pasaron a tubos de 10 ml y se centrifugaron durante 15 minutos a
5000 r.p.m. Tras recoger el sobrenadante se ajusté a pH 7 con Na,PO, (Panreac) 1 M.

Las alicuotas fueron almacenadas a -20° C hasta su uso.
Para la realizacion de los ELISAs, se tapizaron las placas con 100 ul de las

preparaciones anteriores a la dilucion 1:50 en tampdn carbonato-bicarbonato pH 9,6.

Para el tapizado se dejaron 2 horas a 37° C o una noche a 4° C. Tras ese paso, se

75



Material y métodos

postapizaron con BSA al 0.1% en PBS durante 1 hora a 37° C. Posteriormente, se
incubaron con el conjugado de conejo anti-criceto marcado con peroxidasa durante 2
horas a 37° C. Finalmente se procedié al revelado siguiendo el mismo procedimiento

que para un ELISA normal (apartado 20).

27. DETERMINACION DE LA EXPRESION DE CITOQUINAS EN
LINFOCITOS ESPLENICOS DE CRICETO MEDIANTE RT-PCR
CUANTITATIVA A TIEMPO REAL.

Debido a la inexistencia de reactivos inmunoldgicos para la determinacién de
citoquinas en criceto, fue necesario recurrir al empleo de técnicas de Biologia
Molecular. Para ello, se empled la técnica de RT-PCR cuantitativa a tiempo real,
utilizando el reactivo comercial SYBR® Green | Dye (Applied Biosystems), que actua
como el Bromuro de Etidio pero no es intercalante y es 5 veces mas sensible que él.
La deteccion directa del producto de PCR es monitorizada midiendo el incremento de
fluorescencia causado por la unién del SYBR Green Dye a la doble cadena del DNA.
Se define asi Ct como el primer ciclo de amplificacion donde se detecta la sefial y es
en esa zona donde se realiza la cuantificacion. Este reactivo esta disefiado para su
uso en el ABI Prism® 7700 Sequence Detection System (Applied Biosystems) del

centro de Gendmica de la Universidad Complutense de Madrid.

Para determinar la expresion de citoquinas fue necesaria la extraccion del RNA
mensajero a partir de 20 x 10° linfocitos de bazo de criceto, y para ello se empled un
kit de extraccién siguiendo las instrucciones de la casa comercial (Quick Prep™ Micro
mRNA Purification Kit, Amersham Biosciences). Posteriormente, el RNAm se valord en
cubeta de cuarzo en el espectrofotometro a 260 nm para proceder al paso de RT o
Trascripcion Reversa, es decir, a la transformacion del RNAm (150 ng) en cDNA,
mediante otro kit, siguiendo las instrucciones de la casa comercial (First Strand cDNA
synthesis kit, Amersham Biosciences). Las muestras de cDNA asi obtenidas fueron

almacenadas a — 80° C hasta su uso.
Para poder realizar una comparacion de la expresion de citoquinas entre los

distintos lotes, fue necesario realizar una PCR cuantitativa con una curva patrén de

DNA genomico de criceto. Para la extraccion de dicho DNA gendémico a partir de
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linfocitos de bazo, se empled un kit comercial (G NOME® DNA KIT, BIO 101) y el DNA

asi extraido fue almacenado a —20° C hasta su uso.

Antes de proceder a realizar la PCR cuantitativa fue necesario poner a punto
las condiciones de trabajo (cebadores, temperaturas, ciclos, etc). Para ello se empled
un termociclador (MiniCycler™, MJ Research) y los productos de amplificacion se
sometieron a electroforesis a 80 V en geles de agarosa al 3% y posteriormente fueron
visualizados a la luz ultravioleta, empleando Bromuro de Etidio como agente
intercalante. La PCR se realiz6 en un volumen final de 25 ul empleando 12.5 ul de
AmpliTagq® Gold PCR Master Mix (Applied Biosystems), 2 6 2.5 ul de DNA o de cDNA

y los cebadores a una concentracion final de 300 nM.

Un requisito muy importante a la hora de realizar una PCR cuantitativa a tiempo
real es que exista un solo producto de amplificacién y a ser posible que sea de tamano
pequeio. El disefio de los cebadores se realizoé a partir de las secuencias cDNA para
cada citoquina publicadas en el GeneBank por Melby y cols. en 1998, de manera que
el tamano de los productos de amplificacion fuera pequeno, asegurandonos también
asi la obtencion de un producto Unico (niUmeros de acceso para las secuencias cDNA
en el GeneBank: HPRT (gen control): AF047041, IL-4: AF046213, IFN-y: AF034482,
TGF-B: AF046214. Para ello utilizamos un software del Centro de Gendmica de la
Universidad Complutense de Madrid denominado Primer Express (Applied
Biosystems). Dicho programa ha sido creado especificamente para PCR cuantitativa y
proporciona 200 posibles parejas de cebadores para cada citoquina, de entre las que

se eligid la 6ptima. Las secuencias de los cebadores en este caso fueron las

siguientes:

Forward |5’ AGATCCACTCCCATAACTGTAGATTTTAT-3’

HPRT Reverse |5-CATCCGCACCATTAATTTTTAAGTC-3’
Forward |5’-CCACGGAGAAAGACCTCATCTG-3’

-4 Reverse |5-GGGTCACCTCATGTTGGAAATAA-3’

IFN-y Forward |5-GGCCATCCAGAGGAGCATAG-3’
Reverse |5-CCATGCTGCTGTTGAAGAAGTTAG-3’
Forward | 5-GCGGCAGCTGTACATCGA-3’

TCFh | everse |5-GGCTCGTGAATCCACTTCCA S
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Condiciones de la PCR: Para los genes HPRT, IL-4 e IFN-y las condiciones
de la PCR fueron: 95° C 10 minutos, 40 ciclos de 95° C 1 minuto, 56° C 1
minuto y 70° C 1 minuto, 72° C 7 minutos. Para el TGF- la condiciones fueron
las mismas excepto la temperatura de anillamiento que fue de 60° C en vez de
56° C. La mezcla de reaccién estaba compuesta por 25 ul de SYBR® Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems), 10 ul de DNA 6 bien 2.5 ul de cDNA y
los cebadores a una concentracion final de 300 nM en un volumen final de 50
ul. Esos 50 ul se dividieron en dos tubos para realizar el analisis por duplicado.

Los tamafios de los productos de amplificacién obtenidos fueron los siguientes:

HPRT  91Kb IL-4 72 Kb
IFN-y 68Kb |TGF-f 57 Kb

El analisis de las muestras fue realizado en placas de 96 pocillos especiales
(96-well optical reaction plate with barcode, code 128, Applied Biosystems), que iban

cubiertas con unas tapas especiales (Optical caps, Applied Biosystems).

28. DETERMINACION DE LA CARGA PARASITARIA EN BAZO E HIGADO
DE CRICETO MEDIANTE UNA PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL.

Aprovechando las ventajas que ofrece la PCR cuantitativa a tiempo real,
decidimos poner a punto una técnica de cuantificacion de parasitos en bazo e higado
de criceto. El fundamento de la técnica es el mismo que el explicado en el apartado
anterior, pero en este caso solo eran necesarios cebadores que amplificaran

secuencias de DNA especificas de L. infantum.

Asi, el DNA gendmico de L. infantum fue extraido a partir de 20 mg de bazo o
higado de animales infectados con 10’ promastigotes de la cepa BCN150 de L.
infantum y sacrificados el dia 135 p.i.,, mediante un kit de extraccién comercial

(Wizard® Genomic DNA Purification Kit, Promega).
Para poder realizar la cuantificacién, también fue necesario realizar una curva

patrén de DNA gendmico de L. infantum. Para la extracciéon de dicho DNA gendmico, a

partir de 10’ promastigotes en fase estacionaria de la cepa BCN150, se empled un kit
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comercial (G NOME® DNA KIT, BIO 101) y el DNA asi extraido fue almacenado a —20°

C hasta su uso.

Los cebadores empleados en este caso fueron disefiados mediante el software
Primer Express a partir de una secuencia EcoRI/Haelll de 196 bp para L. infantum,
derivada de una region minicirculo del kinetoplasto que muestra variaciones
interespecies (Gramiccia y cols., 1992) (Numero de acceso en el GeneBank: S49390).

Las secuencias de los cebadores fueron las siguientes:

Forward ’’ACCCCAAAATGAGGAAACTAAGC-3’
Reverse TCAGTCGGCCGGAAATTG-3’

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 95° C 10 minutos, 40 ciclos
de 95° C 1 minuto, 56° C 1 minuto y 72° C 1 minuto, 72° C 7 minutos. Antes de
proceder a la PCR cuantitativa se realizaron pruebas preliminares, al igual que en el

caso anterior, visualizando los productos de amplificacion en geles de agarosa al 3%.

Para la cuantificacion, la mezcla de reaccion estaba compuesta por 25 ul de
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 10 pul de DNA y los cebadores a
una concentracion final de 300 nM en un volumen final de 50 ul. Esos 50 ul se
dividieron en dos tubos para realizar el analisis por duplicado. El producto de

amplificacién obtenido tenia un tamano de 81 Kb.

29. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE TRANSAMINASAS EN SUERO.

En algunos experimentos se realizd la determinacion de los niveles de
transaminasas en suero. Para ello se empleo un kit comercial (Sigma) que servia para
medir la Glutamico-Oxalacético-Transaminasa (GOT) y la Glutamico-Pirtvico-
Transaminasa (GPT) mediante una reaccion colorimétrica con 2,4-dinitrofenilhidrazina

(DNP). La lectura se realiz6 en el espectrofotémetro a 490 nm.

30. ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA.

Los estudios de toxicidad in vivo fueron realizados en dos fases. En una

primera etapa, se investigd la toxicidad aguda en animales sanos. Una vez conocida y
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tomando como referencia los resultados obtenidos, se investigo la toxicidad aguda en
los animales enfermos, ya que es posible que el desarrollo de la enfermedad potencie
la toxicidad aguda del farmaco, lo que es necesario conocer antes de realizar los

estudios de eficacia.

30.1. Estudio de la toxicidad aguda en animales sanos:. se ensayo la

toxicidad de las siguientes formulaciones:

o Anfotericina B de referencia en estado poliagregado formulada en
microesferas de HSA.

¢ Anfotericina B de referencia en estado dimérico formulada en microesferas
de HSA.

e Anfotericina B de referencia en estado monomérico formulada en
microesferas de HSA.

e Fungizona®.

¢ Anfotericina B de referencia en estado dimérico.

En el estudio de cada preparacion, se inyectaron las dosis de 2.5, 5, 10, 15, 20
y 40 mg/Kg de anfotericina B hasta igualar o superar la Dosis Letal 50 (DLsp), a grupos

de 7 cricetos cada uno.

30.2. Estudio de la toxicidad aguda en animales enfermos: los cricetos
fueron infectados como ya se ha detallado anteriormente en el apartado 4 y el dia 69
p.i. se administraron las mismas preparaciones que en animal sano a las dosis de 2.5,

5y 40 mg/Kg de peso.
31. ANALISIS ESTADISTICO.
El andlisis estadistico de los datos se realiz6 utilizando el Test no paramétrico

U-MannWhitney, con el fin de comprobar si existian diferencias significativas entre los

distintos lotes. Un valor p < 0.05 fue considerado significativo.
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RESULTADOS.

1. ELECCION DEL MODELO EXPERIMENTAL Y DE LA DOSIS
DE INFECCION.

Antes de ensayar las distintas formulaciones galénicas de anfotericina B, fue
necesario establecer un modelo de infeccion por L. infantum en animales de
laboratorio. Para ello decidimos realizar pruebas tanto en criceto dorado (Mesocricetus

auratus) como en ratones Balb/c.

1.1. Modelo experimental en criceto dorado.

Tal y como se ha sefalado en la revision bibliografica, el criceto dorado es
considerado un buen modelo de laboratorio para el estudio de la leishmaniosis canina
y humana. Puesto que en el control de la leishmaniosis canina la respuesta inmune
juega un papel decisivo, se ha llevado a cabo un seguimiento inmunolégico. Asi,
hemos evaluado la influencia de la dosis infectante en el desarrollo de la infeccion
(carga parasitaria en higado y bazo); en la respuesta celular (linfoproliferacion in vitro
frente a mitdgenos y antigenos y determinaciéon de poblaciones linfocitarias a nivel
local) y en la respuesta humoral (niveles de IgG y perfiles de reconocimiento

antigénico).

Para ello, se dispusieron dos lotes de 8 cricetos machos cada uno. Ambos lotes
fueron infectados por via intracardiaca con promastigotes de “reciente aislamiento”
(cuatro pases en cultivo en medio C-199 desde su transformacion a partir de
amastigotes) de la cepa M/CAN/ES/96/BCN150 (BCN150). Las dosis de infeccion

empleadas en cada lote fueron las siguientes:

LOTE I: 10° promastigotes/criceto.
LOTE II: 10’ promastigotes/criceto.

También se incluyeron unos animales no infectados como controles sanos. La

duracion del experimento fue de 22 semanas (154 dias). En el Lote | murieron el

animal 2 y 8, pocos dias después de realizarse la infeccion. En el Lote Il muri6 el
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animal 4, unas semanas antes del sacrificio. De los 5 animales que formaban el lote de

los controles sanos también murié un animal tres semanas antes del sacrificio. Los

resultados fueron los siguientes:

Tabla 1: Pesos de los cricetos en gramos a lo largo del experimento. La primera
columna corresponde a los pesos determinados la semana antes de realizar la

infeccion.

Semana p.i.
Lote Animal Preinf. 22 5 8 10° 132 15° 19° 222
1 62.3 777 96.3 108 119 126 125 130 127
2 - - - - - - - - -
3 61 77 92 99 108 107 110 110 107
4 74 922 103 110 118 118 120 121 121
: 5 74 92 100 105 115 119 122 123 121
6 76 88.6 100 102 111 116 120 120 118
7 63 80 91 97 106 107 109 110 112
8 61 - - - - - - - -
Media  67.32 8458  97.05 10350 112.83 11550 117.66 119  117.66
DS 6.41 6.51 4.38 4.64 4.87 6.75 6.01 7.11 7.14
1 69 80.5 93 119 103 107 106 80 68
2 69 83.2 915 99 100 103 105 82 67
3 67.6 76 84 87 86 90 93 90 86
4 73.3 91 113 96 130 129 113 67 -
5 70 79 925 96 101 102 106 94 84
I 6 72.4 89.8 112 119 129 128 130 120 o1
7 63.4 75.6 86 90 92 96 96 70 64
8 67 84 99.5 104 102 106 104 90 91
Media 68,75 8250 97,60 101,25 10537* 107,62* 106.62* 86.62* 78.71*
DS 1,26 6,56 14,01 12,12 1596 14,01 11.31  16.55  11.91
1 68 81 93 102 116 118 118 - 130
2 69 84 96 99 102 100 100 - .
3 70 81 92 94 96 106 108 - 114
C::;:f' 4 67 79 90 98 104 110 113 - 123
5 69 80 92 93 95 100 100 - 104
Media  68.60 81 9260 97.20 102.60 106.80 107.80 - 117.75
DS 1.14 1.87 2.19 3.70 8.41 7.56 7.95 - 11.27

A partir de la semana 102 p.i., el peso de todos los animales del lote infectado

con la dosis mayor (10”), comienza a disminuir con respecto al lote infectado con la

dosis menor y a partir de la semana 19?2 p.i., también es menor que en el grupo de los

controles sanos (* p< 0.05).
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Tabla 2: Pesos de los 6rganos (bazo e higado) en gramos y carga parasitaria en mg
de organo, determinada mediante el método de la dilucion limite, en el dia del sacrificio
(154 p.i.).

Pesos de los 6rganos Amastigotes/mg érgano

Lote Animal Bazo Higado Bazo Higado

1 0.99 7.2 1.57 x 10° 2.41x10°

3 0.7 6.78 0.655 x 10° 1.38 x 10°

4 0.54 6.5 0.218 x 10° 1.57 x 10°

5 0.66 765 0.075x 10° 0.076 x 10°

! 6 0.88 7.56 0.165x 10° 0.149 x 10°

7 0.61 563 0.218 x 10° 0.414 x 10°

Media 0.73 * 6.89 0,484 x 10° 1,000 x 10°

DS 0.17 0.76 0,569 x 10° 0,936 x 10°

1 07 4.7 7.19x10° 1.56 x 10°

2 0.62 4.54 457 x 10° 4.12x 10°

3 0.81 585 1.004 x 10° 0.101 x 10°

5 0.59 523 1.39 x 10° 0.129 x 10°

I 6 0.82 599 10.06 x 10° 0.367 x 10°

7 05 4.47 0.694 x 10° 0.254 x 10°

8 0.69 6.44 5.29 x 10° 0.179 x 10°

Media 0.67* 5.42 4,314 x 10°* 0,959 x 10°*

DS 0.12 0.79 3,534 x 10° 1,485 x 10°
1 0.11 6.38 - -
3 0.18 6.20 - -
Control 4 0.12 6.73 - -
sano 5 0.11 5.95 - -
Media 0.13 6.31 - -
DS 0.03 0.33 - -

En los dos lotes infectados, existe un gran aumento del tamafio del bazo con
respecto a los animales sanos (* p< 0.05), es decir, existe esplenomegalia. Sin
embargo, no se aprecian grandes diferencias en cuanto al peso del higado entre los

tres grupos.

Los valores de la carga parasitaria en mg de 6rgano, presentan una gran
variabilidad individual, pero los valores medios muestran que, tanto en el bazo como
en el higado, existe una mayor carga parasitaria en el lote infectado con 10’
promastigotes que en el infectado con 10° promastigotes (* p< 0.05), tal y como era de
esperar. En el Lote | encontramos cargas medias del orden de 10° y 10° en bazo e
higado respectivamente, mientras que en el Lote |l encontramos cargas medias del

orden de 10° en ambos 6rganos.
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IgG Lote |
2,5
——1
2 -3
A4 Figura 1: Niveles
15 <9 individuales de IgG, frente
o] ——6 a antigeno de la cepa
R LEM?75, en el Lote I: 10°
promastigotes,
0,5 - determinados mediante
ELISA indirecto. D.O.:
0 oG - s e D.O. problema-D. O.
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 negatvo.
Semana p.i.

En este lote de animales la respuesta por anticuerpos se empieza a detectar
entre las semanas 72 y 92 p.i. y aunque existe variabilidad individual, por lo general los
anticuerpos tienden a aumentar a lo largo del tiempo, con valores de D.O. de entre
0.17 y 1. Solamente el animal 4 presenta niveles muy bajos a lo largo del todo el
experimento, mientras que el animal 3 llega a alcanzar valores de D.O. de 1 en la

ultima semana.

25 - IgG Lote Il

Figura 2: Niveles
individuales de IgG,
frente a antigeno de la
cepa LEM75, en el
Lote Il: 10’
promastigotes,
determinados
mediante ELISA
indirecto. D.O.: D.O.
p-D.O. n.

Semana p.i.

En este caso los animales empiezan a mostrar respuesta por IgG a partir de las
semanas 5% y 62 p.i. Los niveles alcanzados son mas altos que en el caso anterior,
también con gran variabilidad individual, y valores de D.O. de entre 0.94 y 2.2 en las
ultimas semanas. Los animales 5 y 8 llegan a alcanzar valores de D.O. mayores de 2,

mientras que los demas alcanzan valores de alrededor de 1.
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2,51 Valores medios de IgG
LI T
2 4
—o— LIl _
1,5 -
o)
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Semana p.i.

Figura 3: Niveles medios de IgG, frente a antigeno de la cepa LEM75, en ambos lotes,
determinados mediante ELISA indirecto. D.O.: D.O. p-D.O. n.

Esta grafica resume muy bien las diferencias en la respuesta por IgG entre
ambos lotes. Como era de esperar, el lote infectado con la dosis menor (Lote I)
presenta menores niveles de anticuerpos que el infectado con la dosis mayor (* p<
0.05). Por lo tanto, existe correlacién entre la carga parasitaria observada en bazo e

higado y los niveles de IgG producidos frente al antigeno de L. infantum.
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Figura 4: Perfiles de reconocimiento antigénico, determinados mediante western-blot, frente a
antigeno de la cepa LEM75, correspondientes a cada animal del Lote I: 10° promastigotes.
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Los perfiles de reconocimiento antigénico en el Lote | muestran variabilidad
individual, encontrando en general un patron de bandas de entre 16 y 150 KDa, con
aparicion de la respuesta a partir de la semana 92 p.i. Tal y como habiamos visto en la
respuesta por IgG determinada mediante ELISA, el animal 4 presentaba niveles muy
bajos de anticuerpos, lo que concuerda con el perfil de reconocimiento antigénico, ya
que casi no se observan bandas en ese animal. Sin embargo, aunque el animal 1 era
el que presentaba una mayor respuesta por IgG, esto no se traduce en un mayor
reconocimiento antigénico, siendo los animales 3 y 6 los que presentan un mayor
reconocimiento e intensidad de bandas. En general, son mas frecuentes las bandas de
entre 40 y 150 KDa, apareciendo pocas bandas de bajo peso molecular de entre 16 y
18 KDa, solo en los animales 1, 3 y 7. En el animal 1 encontramos bandas de 16-18
KDa, 60, 80-90 KDa y las de 115, 125 y 150 KDa muy débiles, al final del experimento.
En el animal 3 encontramos bandas de 16-18, 40, 60, 80-90, 115 y 125 KDa. En el
animal 5 encontramos las bandas de 16-18 KDa, muy débil, la de 30 KDa y la de 40
KDa, muy débiles en las ultimas semanas, la de 55 KDa al final del experimento, la de
60 KDa, que aparece y desaparece, las de 80-90 KDa y las de 115 y 125 KDa, muy
débiles al final del experimento. En el animal 6 encontramos las bandas de 30, 40, 45,
que desaparece, 60, 80-90, 115 y 125 KDa. Por ultimo, en el animal 7 encontramos
bandas de 16-18, 40, 50, 80-90, muy al final del experimento, y 125 KDa muy débil y al

final del experimento.
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Figura 5: Perfiles de reconocimiento antigénico, determinados mediante western-blot,
frente a antigeno de la cepa LEMY75, correspondientes a los animales 1y 2 del Lote Il:
10’ promastigotes.
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Figura 6: Perfiles de reconocimiento antigénico, determinados mediante western-blot, frente a
antigeno de la cepa LEM75, correspondientes a los animales 3, 4, 5, 6, 7 y 8 del Lote Il: 10’
promastigotes.
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En el Lote Il el patron de reconocimiento antigénico es mas complejo que en el
Lote I, con aparicion de bandas de entre 16 y 150 KDa y comienzo de la respuesta a
partir de la semana 62 p.i. Los animales que presentan un mayor reconocimiento
antigénico son los animales 1, 2, 5y 8, siendo estos dos ultimos los que presentaban
una mayor respuesta por IgG mediante la técnica de ELISA. Las bandas mas
frecuentes son las de entre 30 y 150 KDa, siendo los animales 3, 5 y 8 los que
presentan bandas de bajo peso molecular de 16-18 KDa. Encontramos también
bandas de 40 y 55 KDa, la zona de 80-90 KDa y 115 KDa. En concreto, en el animal 1
aparecen las bandas de 55, 80-90, 115y 125 KDa. En el animal 2 las de 30, 55, 80-90,
115y 125 kDa. En el animal 3 las de 16-18, 55 y 80-90 KDa. En el animal 4 las de 16-
18 y las de 80-90 KDa. En el animal 5 se observan las bandas de 16-18, 40, 42, 55 y
80-90 kDa. En el animal 6 aparecen la de 55 KDa, las de 80-90 KDa y la de 125 KDa.
En el animal 7 encontramos bandas de 16-18, 30, 32, 55, 70, 80-90, 115, 125 y 150
KDa. Por ultimo, en el animal 8 encontramos las de 16-18, 40, 55, 60, 80-90, 115 y
125 KDa.
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Tabla 3: Porcentaje de las subpoblaciones linfocitarias CD4+ y CD19 en el bazo de los
animales pertenecientes a los lotes | y Il, el dia del sacrificio (154 p.i.). También se
determinaron en el grupo de cricetos sanos y se incluyé un grupo de 4 ratones para
comprobar el funcionamiento de los anticuerpos monoclonales.

Citometria de flujo

Lote Animal % CD4+ % CD19
1 6,14 2,05
3 9,34 4,02
4 8,34 3,07
| 5 7,93 2
6 6,18 1,71
7 6,83 2,65
Media 7,46 2,58
DS 1,29 0,86
1 11,01 3,44
2 15,82 7,12
3 11,52 6,80
| 5 11,83 6,57
6 13,01 5,90
7 12,84 6,61
8 10,54 4,65
Media 12.37 * 5,87
DS 1,77 1,35
1 7,44 4,33
Control sano 3 9,45 5,73
4 9,40 4,66
Media 8,76 4,91
DS 1,15 0,73
1 16,32 21,03
2 14,37 23,37
Control ratén 3 17,66 28,87
4 17,24 30,18
Media 16,40 25,86
DS 1,46 4,37

Como puede observarse, existe reaccion cruzada entre criceto y ratéon en
cuanto a la poblaciéon celular CD4+, dado que en ambos animales existe marcaje por
parte del anticuerpo monoclonal, siendo este marcaje menor en criceto. Existe un
aumento de células CD4+ en los animales infectados con la dosis mayor de L.
infanfum, tanto respecto al grupo de los animales sanos como respecto al lote
infectado con la dosis menor (* p< 0.05). Los niveles de CD4+ en los animales

infectados con la dosis baja son similares a los de los animales sanos.

En cuanto al porcentaje de células CD19, es mucho mas bajo en los tres lotes

respecto al grupo de ratones, por lo que pudiera ser que aqui no existiera tanta
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reaccion cruzada. Por lo tanto, y tal y como se vera mas adelante, en los demas

experimentos realizados en criceto no se determiné esta subpoblacion linfocitaria.

Tabla 4: Valores medios e individuales de los indices de estimulacion
correspondientes a las pruebas de linfoproliferaciéon in vitro con mitbgenos
(concanavalina A y fitohemaglutinina) y antigenos (BCN150 y LEM75). Se considero
que habia existido proliferacion cuando IE > 2.

Linfoproliferacion in vitro, indices de estimulacién (IE)

Mitégenos Antigenos
Lote Animal Con A Fitoh. BCN150 LEM75

1 22.19 2.66 1.27 0.63
3 1.40 0.37 0.06 0.04
I 4 12.46 3.32 0.08 0.50
5 6.51 2.34 0.23 0.35
6 4.45 0.41 0.77 0.25
7 9.53 0.49 0.31 0.28
Media 942 * 1.59 0.45 0.34
DS 7.30 1.21 0.40 0.2
1 1.81 1.36 0.70 0.70
2 0.78 1.05 0.54 0.28
3 2.88 5.22 0.33 1.70
Il 5 7.60 1.08 0.25 0.29
6 4.24 1.71 1.11 1.19
7 1.18 0.49 0.08 0.49
8 8.07 0.48 1.14 0.09
Media 3.79 * 1.62 0.59 0.54
DS 2.90 1.52 0.50 0.5
1 32.08 3.05 0.41 0.34
Control 3 - 2.66 2.94 2.19
4 28.84 3.64 0.39 0.28
Media 30.46 3.11 1.25 1.03

DS 1.62 0.40 1.40 1

En los dos lotes infectados con L. infantum existe una clara disminucion de la
proliferacion celular frente a concanavalina A con respecto al grupo de los controles
sanos (* p< 0.05), siendo ese descenso mayor en la mayoria de los animales del lote
infectado con la dosis mayor (10°). Frente a fitohemaglutinina, solo existe proliferacién
en los animales sanos. Frente a los antigenos no existe proliferaciéon en ningun caso.
A nivel individual no se observa correlacion entre la carga parasitaria recuperada en

los 6rganos y el indice de estimulacion.
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Figuras 7 y 8: Niveles de Glutamico-Oxalacético-Transaminasa (GOT) y de
Glutamico-Piravico-Transaminasa (GPT) en suero, determinados mediante reaccion
colorimétrica con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNP) (Sigma). (SF) Units/ml: Sigma-Frankel
Units/ml; 1 (SF) Units/ml: 0.48 U/L.

Se observa un aumento de ambas transaminasas en el lote infectado con la
dosis mayor hasta la semana 102 p.i. (* p< 0.05), momento a partir del cual los valores

disminuyen de nuevo hasta igualar los obtenidos con la dosis menor.
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1.2. Modelo experimental en ratones Balb/c.

El ratén es el animal mas empleado como modelo de laboratorio debido a su
facil manejo y a la existencia de numerosos reactivos inmunolégicos comerciales
murinos, cosa que no ocurre en criceto. Por ello, el ratén seria el modelo ideal para
poder realizar el seguimiento inmunolégico de los distintos tratamientos
farmacoldgicos frente a la leishmaniosis visceral. Sin embargo, tal y como se ha
explicado en la revision bibliografica, este modelo es mas adecuado para las
leishmaniosis cutaneas porque en la leishmaniosis visceral los ratones son capaces de
desarrollar una respuesta inmune eficaz y aunque existen parasitos acantonados en

ciertos 6rganos, no se desarrollan sintomas clinicos.

Nos propusimos estudiar distintas dosis de infeccion en ratones Balb/c con el
fin de comprobar si a dosis elevadas de una cepa virulenta (BCN150), se
desarrollaban signos de la enfermedad y parametros inmunolégicos similares a los

encontrados en perro.

Para ello, se dispusieron tres lotes de 6 ratones machos cada uno. Los lotes
fueron infectados por via intracardiaca con promastigotes de “reciente aislamiento”
(cuatro pases en cultivo en medio C-199 desde su transformacion a partir de
amastigotes) de la cepa BCN150 de L. infantum. Las dosis de infeccion empleadas en

cada lote fueron las siguientes:
LOTE 1: 10" promastigotes/ratén.
LOTE 2: 10° promastigotes/ratén.
LOTE 3: 10° promastigotes/raton.
También se usaron algunos animales no infectados como controles sanos. La
duracion del experimento fue de 21 semanas (147 dias). En el Lote 2 se muri6 el

animal 5y en el Lote 3 el animal 3, pocos dias después de la infeccion.

Los resultados fueron los siguientes:
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Tabla 5: Pesos de los animales en gramos a lo largo del experimento.

Pesos de los animales a lo largo del experimento

Semana p.i.

Lote Animal 9 112 132 15° 172 192 212
1 27.2 28.5 28.15 29.3 30.4 30 32.75

2 25.6 27 27.3 27.6 28.3 29 29.67

3 29.6 30 30 30.3 30.7 31.5 33.3

4 23.5 241 241 25 26.2 26.8 27.8

1 5 26 26.7 27.3 28.8 29 29.8 30.13
6 27.2 28.1 28.2 30.2 29.4 29.9 29.37

Media 26.51 27.40 27.50 28.53 29 29.50 30.50

DS 2.03 2 1.94 2 1.63 1.55 2.11

1 26 26.2 27 27.6 29.3 29.2 29.3

2 25.2 26 27.4 28.7 30.2 30.4 30.15

3 25.4 26.9 27.7 30.4 31 31.7 30.4

2 4 253 26.6 28.2 28.2 29.7 30.8 2942
5 26 27.2 29.5 29.8 32.6 32.7 31.23
Media 25.58 26.58 27.96 28.94 30.56 30.96 30.10

DS 0.39 0.49 0.97 1.15 1.30 1.32 0.79
1 26.4 29 28.5 28.6 31.5 314 31.72

2 23.6 24.9 24.8 25.6 26.3 25.9 25.5
3 25.8 27.5 28.75 291 28.8 28.4 28.52
3 4 26.3 28.8 28.9 28.5 301 29.5 29.06
6 24.7 26.7 26.9 26.5 30.8 30.7 30.22

Media 2536 27.38  27.57 27.66 29.50 29.18 29

DS 1.19 1.68 1.74 1.52 2.05 2.16 2.31

1 26.6 28 324 33.8 34 32.5 28.4

2 24.4 26.2 30.8 31.1 31.7 31.4 30.2

3 254 26.4 314 33 32.8 31.9 31.0

Control 4 27 28 31.3 31.4 30.8 30.3 31.3

sano 5 25.7 26 33 32.2 32 32 32
Media 25.82 26.92 31.78 32.30 32.26 31.62 30.58

DS 1.03 1 0.90 1.12 1.21 0.83 1.23

No existen diferencias en cuanto al peso de los animales entre ninguno de los
lotes infectados, es decir, el aumento de la dosis de infeccidon no se traduce en una
perdida de peso y todos animales presentan el mismo aspecto, sin sintomas de
enfermedad. Se observa un ligero descenso del peso en los tres lotes infectados,

respecto a los controles sanos a partir de la semana 132 p.i.,, aunque se recupera en

las ultimas semanas, alcanzando valores similares a los de los controles sanos.
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Tabla 6: Pesos de los 6rganos (bazo e higado) en gramos y carga parasitaria en mg
de 6rgano, determinada mediante el método de la dilucién limite, en el dia del sacrificio
(147 p.i.).

Pesos de los érganos Amastigotes/mg 6rgano (x 10°)

Animal/Lote Bazo Higado Bazo Higado
1L1 0.75 1.79 12,48 0,0121
211 0.28 1.54 6,55 0
3L1 0.27 1.53 0,085 0
411 0.28 1.55 1,17 0
5L1 0.31 1.58 4,68 0
6L1 0.30 1.60 0,256 0

Media 0.36* 1.49 4,20 0
DS 0.19 0.16 4,39 0
1L2 0.25 1.46 0 0
212 0.19 1.53 0,00137 0
3L2 0.19 1.51 0,0128 0
412 0.30 1.70 0,614 0
6L2 0.32 1.89 4,91 0

Media 0.25%* 1.61 qal ¥ 0
DS 0.06 0.18 1,91 0
1L3 0.37 1.67 0 0
2L3 0.20 1.32 0,087 0
4.3 0.20 1.40 0,491 0
5L3 0.14 1.33 0,0006 0
6L3 0.34 1.83 0 0

Media 0.25 * 1.51 0.115 * 0
DS 0.10 0.23 0,19 0
CSs1 0.11 112 - -
CS2 0.10 1.20 - -
CS3 0.09 1.29 - -

Media 0.10 1.20 - -
DS 0.008 0.06 - -

Existe un aumento del tamafo del bazo en todos los animales infectados
respecto a los animales del grupo sano (* p< 0.05). Los pesos de los higados en todos

los animales infectados, son algo mayores que en los animales sanos.

En cuanto a la carga parasitaria, no existen amastigotes en higado, excepto en
un animal del lote 1, y en el bazo, a pesar de la variabilidad existente, en términos
generales, a medida que disminuye la dosis de infeccidén, se recuperan menos

parasitos (* p< 0.05).
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Solo se muestran los valores medios de los niveles de anticuerpos, puesto que
éstos son muy bajos en casi todos los casos y aparecen muy tardiamente. Solamente
para la IgG1 los niveles son mas altos, existiendo una correlacion directa entre la dosis

de infeccion y la respuesta por esta inmunoglobulina.
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Figuras 9 y 10: Valores medios de anticuerpos (IgG1 e IgG2a), frente a antigeno de la
cepa LEM75, correspondientes a cada lote y determinados mediante ELISA indirecto.
D.O.: D.O. p-D.O. n.
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0,7 - Valores medios de IgG3
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Figuras 11 y 12: Valores medios de anticuerpos (IgG3 e IgM), frente a antigeno de la
cepa LEMY75, correspondientes a cada lote y determinados mediante ELISA indirecto.
D.O.: D.O. p-D.O. n.
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Figura 13: Perfiles de reconocimiento antigénico, determinados mediante western-blot,
frente a antigeno de la cepa LEM75, correspondientes al lote 1 (en este caso se realizé un
pool de sueros), para las inmunoglobulinas IgG1 e IgG2a.

Al igual que en el caso de los anticuerpos, practicamente no existe reconocimiento
antigénico frente a ninguna inmunoglobulina. Solamente en el lote 1 se aprecia cierta
respuesta frente a IgG1 e IgG2a en las ultimas semanas, con bandas por encima de los 55

KDa. En los demas lotes no existié reconocimiento frente a ninguna inmunoglobulina.
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Tabla 7: Porcentaje de subpoblaciones linfocitarias en bazo, determinadas mediante
citometria de flujo, en el dia del sacrificio (147 p.i.).

Subpoblaciones linfocitaria

Animal CD4+ CD8+ CD19 TCcRp(apf) TCR<S CD45 CD4+/CD8+
1L1 21.42 10.54 47.62 66.26 0.28 77.79 2.03
2L1 28.40 13.34 34.84 79.37 0.35 82 2.12
3L1 28.01 10.22 29.95 70.09 0.24 74.27 2.74
aL1 29.55 11.60 30.20 73.86 0.62 81.41 2.54
5L1 23.42 10.59 33.13 66.98 0.29 66.98 2.21
6L1 17.46 10.89 4435 81.96 0.15 78.29 1.6

Media 24.71 11.19 36.68 73.08 * 0.321 * 76.79 * 22
DS 4.33 1.05 6.85 5.93 0.14 5.07 0.36
1L2 14.59 6.75 30.20 69.56 0.23 56.69 2.16
212 19.59 8.52 34.71 54 0.63 83.32 2.29
3L2 17.87 8.46 4711 71.48 0.50 73.26 2.1
412 18.81 9.40 36.97 49.79 0.44 73.72 2
6L2 20.28 11.29 34.46 43.68 0.59 71.75 1.79

Media 18.22*  8.88 36.69 57.70 0.47 71.74 * 2.07
DS 1.98 1.47 5.65 10.98 0.14 8.56 0.17
1L3 17.04 7.32 39.27 51.18 0.72 67.96 2.32
2L3 21.90 7.81 34.66 57.97 0.24 66.42 2.80
4.3 27.30 11.02 37.48 65.72 0.42 82.27 2.47
5L3 25.60 9.25 42.91 58.08 0.81 83.28 2.76
6L3 13.48 6.96 37.82 40.08 0.46 62.16 1.93

Media 21.06*  8.47 38.42 54.60 0.53 72.41 * 2.45
DS 5.17 1.49 2.69 8.59 0.20 8.67 0.32
CSs1 28.33 10.94 41.42 52.41 0.54 89.90 2.58
CSs2 29.10 11.02 42.30 50.30 0.61 89.20 2.16
Cs3 27.20 10.50 40.09 51.40 0.51 87.30 2.62

Media 28.21 10.82 41.27 51.37 0.55 88.80 2.45
Ds 0.78 0.22 0.90 0.86 0.04 1.09 0.20

En cuanto a la subpoblacion CD4+, existe diferencia entre los distintos lotes,
existiendo mas porcentaje de células CD4+ en el lote sano, a continuacion en el lote 1
(dosis de 107), seguido del lote 3 (dosis de 10°) (* p< 0.05) y por Ultimo el lote 2 (dosis
de 10°%) (* p< 0.05). No se observan diferencias significativas, con respecto al grupo
sano, en la poblacion CD8+, ni en los linfocitos B (CD19) en ninguno de los grupos. La
subpoblacion TCRB aumenta en relacion directa con la dosis de infeccién y la
subpoblacion TCRys disminuye al aumentar la dosis de infeccion. La subpoblacion
CD45 disminuye ligeramente en todos los lotes infectados respecto al grupo sano (* p<

0.05). La relacion CD4+/CD8+ es similar en todos los lotes.
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Tabla 8: Valores medios e individuales de los indices de estimulacién de los distintos
lotes, correspondientes a las pruebas de linfoproliferacion in vitro con mitégenos
(concanavalina A y fitohemaglutinina) y antigeno de la cepa LEM75.

Linfoproliferacién in vitro, indices de estimulacién (IE)

Mitégenos Antigenos
Lote Animal Con A Fitoh. LEM75 LEM75+Con A LEM75+Fit.
1 85.87 26.84 0.68 3.64 5.19
2 94.38 48.95 0.68 13.48 17.02
1 3 30.60 15.07 1.95 4.40 9.78
4 81.26 49.31 0.65 18.04 17.95
5 98.59 44 .47 0.75 40.50 35.71
6 19.32 19.2 0.71 5.89 9.57
Media 68.34 * 3397 * 0.91 14.33 * 15.87 *
DS 34.34 15.47 0.51 14.02 10.86
1 11.92 19.67 2.22 8.02 16.05
2 35.29 28.72 0.63 18.70 11.36
2 3 26.81 32.33 0.84 15.62 22.07
4 153.19 123.07 0.84 43.02 56.82
6 158.10 137.32 1.81 58.59 76.04
Media 77.06 * 68.22 * 1.27 28.79 * 36.47*
DS 72.24 56.98 0.70 21.2 28.44
1 271.06 162.60 0.58 35.28 90.87
2 268.40 199.98 0.91 58.36 71.47
3 4 241.51 213.51 0.85 68.41 88.44
5 110.55 239.51 2.66 83.37 86.67
6 155.68 117.07 0.69 39.03 64.41
Media 209.44 186.46 * 1.14 56.89 80.37*
DS 72.41 47.68 0.86 20.14 11.72
1 86.70 255.99 1.44 33.85 114.42
Control 2 323.15 250.8 1.37 32.61 112.90
sano 3 248.07 262.94 1.52 35.87 116.81
Media 219.30 256.57 1.44 34.11 114.71
DS 98.64 4.97 0.06 1.34 1.60

A medida que aumenta la dosis de infeccion se observa un mayor descenso de

la proliferacion celular frente a los mitdgenos con respecto al grupo de los animales

sanos (* p< 0.05). Frente al antigeno solo, no existe proliferacion en ningln caso, es

decir, existe una inhibicion de la proliferacién especifica. Ademas, parece que el

antigeno también inhibe la proliferacion inespecifica, ya que al asociarlo con los

mitdgenos la respuesta disminuye significativamente con respecto al control de

infeccion (* p< 0.05), y dicha inhibicién es mayor al aumentar la dosis de infeccion.

Consideramos que el ratén no es un buen modelo para estudiar la eficacia

de farmacos frente a la leishmaniosis visceral debido a la inexistencia de

parasitacion en el higado, asi como a la ausencia de manifestaciones clinicas. La
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respuesta por anticuerpos es muy baja o nula, con practicamente ausencia de

reconocimiento antigénico.
En consecuencia, decidimos aplicar el modelo en criceto a pesar de su

mayor dificultad de manejo y a la escasez de reactivos inmunoldgicos

comerciales.
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2, TRATAMIENTO EN LA FASE TEMPRANA (ASINTOMATICA)
DE LA INFECCION, CON ANFOTERICINA B LIBRE Y
FORMULADA EN MICROESFERAS DE HSA, A LA DOSIS DE 1
mg/Kg/dia.

Se empezo6 utilizando esta dosis porque es la que se emplea habitualmente en
terapéutica para la Fungizona®. El objetivo de este estudio preliminar era comparar la
eficacia de la anfotericina B en estado libre o microencapsulada en un polimero de
Albumina Sérica Humana (Human Seric Albumin: HSA). La anfotericina B
empleada como materia prima fue elaborada en el Departamento de Farmacia
Galénica y Tecnologia Farmacéutica de esta Facultad y es considerada un simil de la
anfotericina B comercial (Fungizona®), por lo que la hemos denominado “anfotericina B
de referencia”. En este caso se empled en estado de agregaciéon dimérico porque es
el estado que presenta la anfotericina B en la especialidad farmacéutica comercial.
Como se vera mas adelante, en otros experimentos se han empleado otros estados de
agregacion. En este caso se dispusieron tres lotes homogéneos de 10 cricetos

machos cada uno:

Lote 1: Control de infeccion.
Lote 2: Anfotericina B de referencia en estado dimérico.
Lote 3: Anfotericina B de referencia en estado dimérico, formulada en

microesferas de HSA.

Todos los cricetos fueron infectados por via intracardiaca con 10’
promastigotes de “reciente aislamiento” de la cepa BCN150 de L. infantum. El
tratamiento farmacolégico se realizé los dias 25, 27 y 29 p.i. (dosis de 1 mg/Kg
pesol/dia). El sacrificio de los animales se realiz6 en dos tiempos: 5 animales de cada
lote el dia 32 p.i. (Lotes 1A, 2A, 3A) y los 5 animales restantes el dia 135 p.i. (Lotes

1B, 2B, 3B). Los animales fueron pesados en el momento del sacrificio.
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2.1. Resultados a dia 32 p.i.:

Tabla 9: Pesos de los animales y de los 6érganos, en gramos y carga parasitaria en mg
de organo, determinada mediante el método de la dilucion limite, tanto en bazo como
en higado, en el dia 32 p.i.

Pesos Amastigotes/mg 6rgano
Lote Animal Criceto Bazo Higado Bazo (x10°) Higado (x 107)

1 96,56 0,21 5,73 2.549 64.570
2 103,17 0,23 5,95 2.272 60.920
3 95,80 0,26 5,61 6.458 115.340
1A 4 89,55 0,12 5,05 2.024 52.500
5 94,99 0,32 4,78 4.800 187.450
Media 96,01 0,23 5,42 3.620 96.156
DS 4,34 0,06 0,43 1.933 56.673
1 94,61 0,34 5,27 6.506 71.230
2 88,90 0,18 4,68 2.885 51.050
3 82,90 0,26 5,05 3.242 56.530
2A 4 88,45 0,14 5,13 1.175 26.150
5 82,56 0,15 4,77 2.380 17.860

Media 87,48 0,21 4,98 3.237 44.564 *
DS 4,44 0,07 0,22 1.987 22.070

2 89,48 0,22 5,89 0.400 5.540

3 83,58 0,16 5,39 0.232 11.550
4 93,84 0,22 5,75 0.606 13.390
3A 5 98,27 0,25 6 0.600 12.480

Media 91,29 0,21 5,75 0.459 * 10.740 *

DS 5,43 0,03 0,22 0.179 3.547

En este momento de sacrificio (dia 3 post-tratamiento) no se observan

diferencias en los pesos de los animales entre los tres lotes. Tampoco existen

diferencias entre lotes respecto al peso de los 6rganos. En el bazo, la nueva

formulacién consigue reducir considerablemente el nimero de parasitos con respecto

al lote control de infeccion (* p< 0.05), mientras que en el lote tratado con la anfotericina

B de referencia la reduccion es muchisimo menor. En el higado, tanto la anfotericina B

libre como encapsulada reducen el numero de parasitos en comparacion con el control

de infeccidon (* p< 0.05), pero esta reduccién es mucho mayor con la formulacién de

albumina.
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Tabla 10: Porcentaje de reducciéon de la carga parasitaria de cada lote respecto al

control de infeccion.

% REDUCCION DE LA CARGA PARASITARIA
RESPECTO AL CONTROL INFECCION

Bazo Higado
Anfo B dimérica libre 11.11 53.65 *
Formulacién 87.25* 88.82 *
* p<0.05
1,4 - Control infeccién 14- Anfotericina B dimérica libre
1 ’ ——1
1,2 | 2 1,2 - 2
11 3 19 —A—3
G 08 4 08| x4
) 5 ] o5
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0,4 1 0,4 4
0,2 - 0,2 -
01— ‘ ‘ 0 —lr— — |
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Figura 14: Niveles individuales de IgG, frente a antigeno de la cepa LEM75
determinados mediante ELISA indirecto. D.O.: D.O. p-D.O. n. Lote 1A: control de
infeccion; Lote 2A: anfotericina B libre; Lote 3A: formulacion de HSA.
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En este momento de evolucién de la infeccion, los niveles de anticuerpos aun
son muy bajos. La respuesta por IgG comienza a partir de la semana 42-52 p.i. para
algunos animales. En el lote tratado con la nueva formulacién, aunque parece que los
niveles de anticuerpos tienden a ser mas bajos en el lote tratado con la nueva
formulacién, aun es pronto para sacar conclusiones porque hay que recordar que el
tratamiento se realizd en la semana 42 p.i. Esta claro que es necesario realizar una

dinamica por anticuerpos durante mas tiempo para poder ver el efecto del tratamiento.

No se han realizado pruebas de western-blot en este caso porque
considerabamos que no iban a aportar gran informacién debido a que los niveles de
anticuerpos son aun muy bajos y el reconocimiento antigénico es débil o inexistente en
estas primeras semanas p.i., tal y como vimos en las pruebas de la puesta a punto del

modelo de infeccién en criceto.
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Tabla 11: Porcentaje de la subpoblacién linfocitaria CD4+ en bazo, en el dia 32 p.i.

Citometria
Lote Animal % CD4+
1 19,04
2 18,60
3 28,48
1A 4 31,47
5 35,68
Media 26.65 *
DS 7,59
1 25,11
2 38,47
3 26,33
2A 4 28,64
5 21,82
Media 28.07 *
DS 6,31
2 32,57
3 27,66
4 39,22
3A 5 23,03
Media 30.62 *
DS 6,93
1 22,66
2 23.40
C:a"r::f' 3 20.70
Media 22.25
DS 1.13

En este dia de sacrificio no existen grandes variaciones en esta subpoblacion
entre los tres grupos infectados, pero el porcentaje de células CD4+ es mayor que en
el grupo de los animales sanos (* p< 0.05). En el lote control de infeccion los animales 4
y 5 son los que mayor porcentaje de células CD4+ presentan, siendo el animal 5 uno
de los que presenta mayor carga parasitaria en bazo y en el que mayor nivel de
anticuerpos se observa, pero el animal 4 tiene un porcentaje de células CD4+ similar y
sin embargo, presenta menor carga y anticuerpos que el anterior. En el lote tratado
con la anfotericina dimérica libre no existe correlacién con la carga parasitaria, pero el
animal con mas células CD4+ es uno de los que presenta mayores niveles de
anticuerpos. En el lote tratado con la formulacién de albumina, los animales con mayor
porcentaje de células CD4+ (el 2 y el 4) si son los de mayor carga parasitaria, siendo
el animal 4 el que presenta niveles de anticuerpos mas altos, pero sin embargo, el
animal 5 con carga similar a la del animal 4, tiene menor porcentaje de células CD4+

que él.
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Tabla 12: Indices de estimulacion correspondientes a las pruebas de linfoproliferacion
in vitro, frente a mitégenos (concanavalina A y fitohemaglutinina) y antigenos (LEM75
y BCN150) el dia 32 p.i. Se considerd que habia existido proliferaciéon cuando IE > 2.

indices de estimulacién (IE) a dia 32 p.i.

Mitégenos Antigenos
Lote Animal Con A Fitoh. LEM75 BCN150

1 1.19 1.04 1.30 0.76

2 1.00 0.50 1.07 0.38

1A 3 2.16 2.56 1.20 0.89
4 1.75 0.71 0.84 1.53

5 0.54 0.59 1.11 1.47

Media 1.32 1.08 1.10 1.00

DS 0.56 0.76 0.15 0.43

1 1.47 1.40 0.76 0.67

2 0.51 0.45 0.56 0.56

2A 3 0.45 0.46 0.94 0.60
4 0.81 1.73 1.16 0.73

5 0.90 0.61 1.20 0.77

Media 0.81 0.93 0.92 0.66
DS 0.33 0.53 0.24 0.078

1 - - - -

2 0.41 0.39 0.77 0.54

3A 3 1.31 1.27 0.40 0.80
4 1.36 0.56 0.76 1.15

5 2.17 0.93 0.96 0.61

Media 1.31 0.78 0.72 0.77

DS 0.62 0.34 0.20 0.23

1 15.81 2.64 0.75 0.45

Control sano 2 20.35 4.21 0.52 0.31
3 18.12 2.96 0.41 0.36

Media 18.09 3.27 0.56 0.37

DS 1.85 0.67 0.14 0.06

No existe proliferacion frente a los mitdogenos, ni frente a los antigenos. Es
decir, se ha producido una inhibiciéon de la proliferacion celular antigeno-especifica e
inespecifica (frente a mitdégenos). Por lo tanto, a pesar de la mayor eficacia de la
formulacién de albumina en ese punto (dia 3 p.t.), aun no se ha conseguido recuperar
la proliferacién celular. Hay que recordar que en este punto tampoco se habian

producido variaciones en la subpoblacion celular CD4+ entre lo tres lotes infectados.
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2.2. Resultados a dia 135 p.i.:

Tabla 13: Pesos de los animales y de los érganos en gramos y carga parasitaria en
mg de organo, determinada mediante el método de la dilucion limite, tanto en bazo
como en higado, en el dia 135 p.i.

Pesos Amastigotes/mg érgano
Lote Animal Criceto Bazo Higado Bazo (x 10°) Higado (x 10")
1 129.75 0.87 8.26 57.600 377.040
3 85 0.50 6 54.223 321.540
1B 4 99.90 0.69 6.66 83.349 745.810
5 88.30 0.65 6.57 105.922 539.260
Media 100.73 0.67 6.87 75.273 495.912
DS 17.64 0.13 0.84 24.221 190.494
1 - 0.34 2.46 35.360 335.570
2 - 0.41 3.61 55.700 474.620
2B 4 91.92 0.85 5.89 75.510 239.310
5 - 0.40 3.96 40.150 594

Media - 0.50 3.98 51.680 * 410.875
DS - 0.20 1.23 18.104 155.674
1 97 0.64 6.70 31.890 165.280
2 113.6 1.20 8.10 38.840 93.480
3 64.50 0.40 4.44 30.250 71.310
3B 4 83.90 0.59 6.26 45.750 290.460
5 71 0.54 545 26.460 204.640

Media 86 0.67 6.19 34.638 * 165.034 *
DS 17.74 0.27 1.22 7.661 88.324

Al observar la tabla resulta paradéjico encontrar que en el lote tratado con la
anfotericina B libre se muestren los pesos del bazo y el higado de los todos los
animales y sin embargo, solo se muestre el peso corporal de un animal. La explicacion
es la siguiente: los animales 1, 2 y 5 murieron antes del dia del sacrificio y al hallarlos
muertos consideramos que el peso del animal no iba a ser real; ademas algunos de
ellos no estaban integros. Pero si pudimos recuperar los bazos y los higados enteros
pudiéndose pesar y determinar la carga parasitaria, aunque no tuvimos la oportunidad,
en esos dias, de realizar la determinacién de la subpoblacion CD4+ o la
linfoproliferacion in vitro. La muerte prematura de estos animales da un indicio de que
la anfotericina B libre, en estado dimérico, puede ser mas tdxica que la encapsulada,
ya que no murié ningun animal del lote control antes de lo previsto y pensamos que las
muertes en el lote 2B se deben a la toxicidad del principio activo, que contribuiria a
exacerbar los signos de enfermedad y como consecuencia la muerte. En este sentido,

hay que destacar que en el lote tratado con la formulacion de albumina, a pesar de
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existir esplenomegalia, el aspecto macroscépico de los érganos era mejor y existia

Menos Necrosis.

Al contrario de lo esperado, el peso de los animales tratados con la formulacién
de HSA es menor que el de los animales controles de infeccion. Sin embargo, hay que
tener en cuenta que en el lote control de infeccion existe un animal, el nimero 1 que,

al pesar mas, desvirtua los valores medios.

En el bazo y en el higado existe reduccion del numero de parasitos en los dos
lotes tratados con la anfotericina B, con respecto al control de infeccion (* p< 0.05),
siendo esta reduccién mayor en el tratado con la formulacion de HSA. Hay que
recordar que en el lote tratado con la anfotericina B libre, solamente el dato del animal
4 seria comparable con los del resto de los lotes, puesto que los otros animales
murieron antes de lo previsto y sus cargas se determinaron, por lo tanto, unos dias
antes. Aun asi, hemos calculado los valores medios de la carga en ese lote para

obtener un dato orientativo y poder realizar una comparacién aproximada.

Tabla 14: Porcentaje de reducciéon de la carga parasitaria de cada lote respecto al
control de infeccion.

% REDUCCION DE LA CARGA PARASITARIA
RESPECTO AL CONTROL INFECCION

Bazo Higado
Anfo B dimérica libre 32.24* 17.17
Formulacion 53.97 * 66.72 *

* p<0.05

La eficacia de la nueva formulacién es mayor que en el lote tratado con la

forma libre en ambos 6rganos.
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Figura 15: Niveles individuales de IgG, frente a antigeno de la cepa LEM75
determinados mediante ELISA indirecto. D.O.: D.O. p-D.O. n. Lote 1B: control de
infeccion; Lote 2B: anfotericina B libre; Lote 3B: formulaciéon de HSA.
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En el lote control de infeccidn, encontramos un aumento progresivo de los
niveles de anticuerpos frente al antigeno de L. infantum a lo largo del tiempo, llegando
a alcanzar valores de D.O. de entre 0.7 y 1. Como ya habiamos visto anteriormente,
la respuesta por anticuerpos se empieza a producir entre la 42 y 5 semana p.i. En el
lote tratado con la formulacidon se observa una clara estabilizacion de los niveles de

anticuerpos después del tratamiento, en comparacion con los otros dos lotes.

14 Valores medios de IgG

Control infeccion
1,24 _@— AnfoB libre T
1 —8— Formulacion

12 3 456 7 8 91011121314 1516 17 18 19
Semana p.i.

Figura 16: Niveles medios de IgG, frente a antigeno de la cepa LEM75, en los tres
lotes sacrificados para el dia 135 p.i., determinados mediante ELISA indirecto. D.O.:
D.O. p-D.O. n. La flecha indica la semana del tratamiento.

La grafica de los valores medios muestra claramente una estabilizacion de los
niveles de IgG en el lote tratado con la formulaciéon de albumina con respecto a los
otros dos lotes (* p< 0.05). De nuevo, en el lote tratado con la anfotericina B libre se ha
realizado una media de los valores de anticuerpos de todos los animales a pesar de
que solo un animal sobrevivié hasta el final del experimento, para obtener una idea

orientativa de lo que ha ocurrido en ese lote.
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Figura 17: Perfiles de reconocimiento antigénico, determinados mediante western-blot
frente a antigeno de la cepa LEM75, correspondientes al lote 1B: control de infeccion.

Los perfiles de reconocimiento antigénico en este lote muestran un patrén de

entre 16 y 150 KDa, con variabilidad individual y heterogeneidad, comenzando la

respuesta a partir de la semana 42 p.i. En todos los animales aparecen bandas con

mayor o menor intensidad en el rango de 55-115 KDa. En los animales 1, 3 y 5

encontramos una banda de bajo peso molecular de 16 KDa.
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Figura 18: Peffiles de reconocimiento antigénico, determinados mediante western-blot
frente a antigeno de la cepa LEM75, correspondientes al lote 2B: anfotericina B libre.
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Figura 19: Peffiles de reconocimiento antigénico, determinados mediante western-blot
frente a antigeno de la cepa LEM75, correspondientes al lote 3B: formulacion de HSA.
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En este caso, el patrén de reconocimiento también es menos complejo que en
el lote control de infeccién, con bandas de entre 30 y 125 KDa. De nuevo, lo mas
destacado es la pérdida de intensidad o desaparicion después del tratamiento de la
banda de 55 KDa.

Tabla 15: Porcentaje de la subpoblacién linfocitaria CD4+ en bazo, en el dia 135 p.i.

Citometria
Lote Animal % CD4+
1 46,85
3 44,89
1B 4 43,37
5 -
Media 45.03 *
DS 1.74
1 -
2 -
2B 4 34,07
5 -
Media 34.07
DS -
1 61,14
2 50,80
3 -
3B 4 61,74
5 51,67
Media 56.33 *
DS 5.90
1 25.40
2 32
C::::f' 3 27.20
Media 28.20
DS 2.78

A dia 135 p.i., en el lote control de infeccién todos los animales presentan
porcentajes de células CD4+ similares y mayores a los del grupo de los controles
sanos (* p< 0.05), aunque el animal 4 presenta mayor carga parasitaria que los otros.
En el lote tratado con la anfotericina B dimérica libre solo tenemos el dato de un animal
por lo que no podemos sacar conclusiones, aunque ese animal presenta niveles de
anticuerpos altos. En el lote tratado con la formulacion de HSA se ha producido un
incremento en dicha poblacion con respecto al control de infeccidén (* p< 0.05). Los
animales con mayor porcentaje de células CD4+ (el 1 y el 4) presentan mas carga
parasitaria en higado, pero presentan niveles de anticuerpos intermedios dentro de su

lote y hay que tener en cuenta que en este lote los anticuerpos se han estabilizado
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después del tratamiento. El animal 5 que tiene carga similar al 4, sin embargo,
presenta menos porcentaje de células CD4+ que él. También hay que senalar que
desde el dia 32 p.i. al dia 135 p.i. se ha producido un incremento en esta subpoblacion

en todos los lotes.

Tabla 16: Indices de estimulacion correspondientes a las pruebas de linfoproliferacion
in vitro, frente a mitégenos (concanavalina A y fitohemaglutinina) y antigenos (LEM75
y BCN150) el dia 135 p.i. Se considerd que habia existido proliferaciéon cuando IE > 2.

Indices de estimulacién (IE)

Mitégenos Antigenos
Lote Animal Con A Fitoh. LEM75 BCN150
1 1.45 1.32 1.39 0.63
1B 3 0.56 0.71 1.36 0.78
4 0.48 0.37 0.44 0.80
5 1.69 1.48 0.50 1.01
Media 1.04 0.97 0.92 0.80
DS 0.53 0.45 0.45 0.13
1 - - - -
2 - - - -
2B 3 - - - -
4 0.87 0.24 0.41 0.11
5 - - - -
Media - - - -
DS - - - -
1 3.60 0.49 1.06 0.045
2 - 0.88 0.76 0.32
3B 3 1.24 1.04 0.4 0.31
4 1.61 2.23 0.92 0.20
5 1.95 0.47 0.44 0.17
Media 1.99 1.02 0.72 0.21
DS 0.72 0.64 0.26 0.10
CSs1 12.06 2.99 0.57 0.91
CcSs2 4.71 2.7 0.78 0.65
Control sano CS3 17.11 2.81 0.93 0.52
Media 11.29 2.83 0.76 0.69
DS 5.09 0.12 0.14 0.16

En este momento del sacrificio, las eficacias de la formulacién de albumina y de
la anfotericina B libre son menores que a dia 32 p.i., es decir, ha existido una
recuperacién parcial de la infeccién, por lo que seguimos encontrando una ausencia
de respuesta proliferativa frente a mitdgenos y antigenos en todos los lotes infectados
debido, probablemente, a la existencia de un gran numero de parasitos en ambos
6rganos. Solamente en las células del animal 1 del lote tratado con la formulacién de

albumina existe proliferacion frente a concanavalina A y en las células del animal 4
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frente a fitohemaglutinina. Desgraciadamente, no hemos sacrificado animales en
estadios intermedios entre el dia 32 y 135 p.i., por o que no sabemos qué ha ocurrido

entre esos dos dias.

2.3. Efecto de las microesferas de HSA vacias.

Esta prueba se realizé6 para comprobar que las microesferas de albumina
sérica humana per se (vacias) no ejercian ningun efecto sobre el parasito, ni sobre la
respuesta inmune. Para ello se dispusieron dos lotes homogéneos de 8 cricetos

machos cada uno:

Lote 1: Control de infeccion.

Lote 2: Microesferas de HSA vacias.

Las microesferas vacias se administraron los dias 25, 27 y 29 p.i. Al igual que
en el caso anterior, la mitad de los animales fueron sacrificados el dia 32 p.i y la otra

mitad el dia 135 p.i. Los resultados fueron los siguientes:

Tabla 17: Pesos de los animales y de los 6rganos en gramos, en el dia del sacrificio
(dia 32 p.i.).

Dia 32 p.i. Pesos en el dia del sacrificio
Lote Animal Criceto Peso Bazo Peso Higado
1 96,45 0,39 4,33
2 101,60 0,21 5,74
Control 3 94,18 0,17 5,89
infeccion 4 104,02 0,15 5,05
Media 99,06 0.23* 5,25
DS 4,53 0,11 0,72
1 91,22 0,34 512
2 103,88 0,23 5,31
Microesferas 3 102,22 0,36 5,45
vacias 4 88,73 0,18 4,43
Media 96,51 0,28 * 5,08
DS 7,65 0,09 0,45
1 92,39 0,09 3,95
Control sano 2 116,36 0,12 6,35
Media 104,38 0,11 5,15
DS 16,95 0,02 1,70
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El peso de los animales es igual en ambos lotes infectados y ligeramente
menor que en el grupo de los controles sanos. No existen diferencias entre el peso de
los bazos en ambos lotes, pero si se observa un incremento del tamafo del bazo
respecto a los animales sanos (* p< 0.05). En cuanto al higado, no se observan

diferencias en ningun caso.

Tabla 18: Pesos de los animales y de los érganos en gramos, en el dia del sacrificio
(dia 135 p.i.).

Dia 135 p.i. Pesos en el dia del sacrificio

Lote Animal Peso animal Peso Bazo Peso Higado

5 126,40 1,29 8,32

6 93,10 0,79 6,70

Control 7 116,90 0,88 7,60

infeccion 8 122,20 0,66 7,41

Media 114.65 * 0.91* 7.51*

DS 14,88 0,27 0,67

5 93,70 0,86 5,84

6 83,95 0,64 5,86

Microesferas 7 114,90 1,02 7,25

vacias 8 96,60 0,54 5,87

Media 97.29 * 0,77 * 6,21

DS 12,93 0,22 0,70

3 112,40 0,24 5,89

Control sano 4 134 0,10 6.76

Media 123,20 0,17 6,33

DS 15,27 0,10 0,62

A dia 135 p.i., los dos lotes infectados presentan de nuevo menor peso que los
controles sanos (* p< 0.05) y el lote tratado con las microesferas vacias presenta menor
peso que el lote control de infeccion. En ambos lotes infectados existe un marcada
esplenomegalia con respecto a los animales sanos (* p< 0.05), siendo el valor medio del
peso de los bazos un poco menor en el lote tratado con las microesferas vacias. El
peso de los higados es mayor en el lote control de infecciébn que en los otros dos

grupos (* p< 0.05).
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Tabla 19: Carga parasitaria en mg de 6rgano, determinada mediante el método de la
dilucion limite, tanto en bazo como en higado, en el dia 32 p.i.

Dia 32 p.i. Amastigotes/mg 6rgano (x 10°)

Lote Animal Bazo Higado
1 0.116 0.067
2 0.523 0.282
Control 3 0.021 0.032
infeccion 4 0.174 0.009
Media 0.208 0.097
DS 0.189 0.108
1 0.149 0.215
2 0.043 0.087
Microesferas 3 0.297 0.083
vacias 4 0.299 0.016
Media 0.197 0.100
DS 0.107 0.072

No se aprecian diferencias significativas en la carga parasitaria de ambos lotes,

en ninguno de los dos 6rganos.

Tabla 20: Carga parasitaria en mg de érgano, determinada mediante el método de la
dilucién limite, tanto en bazo como en higado, en el dia 135 p.i.

Dia 135 p.i. Amastigotes/mg 6rgano (x 10°)

Lote Animal Bazo Higado
5 0.074 0.030
6 2.560 1.220
Control 7 6.090 0.011
infeccion 8 0.465 0.028
Media 2.297 0.322
DS 2.380 0.518
5 0.174 0.081
6 3.340 0.117
Microesferas 7 1.670 0.112
vacias 8 4.830 0.920
Media 2.503 0.307
DS 1.740 0.353

En este caso tampoco existen diferencias entre ambos lotes.
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No se realizaron pruebas de ELISA, ni de western-blot a dia 32 p.i. puesto que,
como ya se vio en el experimento anterior, no aportaban gran informacién, ya que al

ser un estadio mas temprano de la infeccion, casi no hay respuesta por anticuerpos.

1,4 Control infeccion

1234567 8 91012131415161718192021

Semana p.i.
1,4 Microesferas vacias
1,21 5
——-6
11 a7
0:0,8 / ——8
()
0,6 -
0,4
0,2
0 - |

12345678 91012131415161718192021

Semana p.i.

Figura 20: Niveles individuales de IgG, frente a antigeno de la cepa LEM75,
determinados mediante ELISA indirecto para los animales sacrificados el dia 135 p.i.
D.O.: D.O. p-D.O.n. Lote 1: control de infecciéon; Lote 2: microesferas de HSA vacias.
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En el lote 1, excepto el animal 8, que presenta un valor de D.O. de entre 0.4 y
0.5 en las ultimas semanas, los demas animales presentan respuesta altas por IgG
llegando a alcanzar valores de D.O. mayores de 1. En el lote 2, todos los animales
presentan valores de D.O. de alrededor de 1, excepto el animal 5 que solo alcanza

valores de 0.7 en las ultimas semanas.

Valores medios IgG

1,4 -
Control
1.2 - infeccion
—@— Microesferas
1,0 - vacias

0,8 -

D.O.

0,6 -

0,0 -

1 3 5 7 9 12 14 16 18 20
Semanas p.i.

Figura 21: Niveles medios de IgG, frente a antigeno de la cepa LEM75, determinados
mediante ELISA indirecto. D.O.: D.O. p-D.O. n. La flecha indica la semana del
tratamiento.

No se aprecian diferencias significativas en los niveles de IgG entre los dos

lotes.

Tampoco encontramos diferencias en los perfiles de reconocimiento antigénico

entre los dos lotes (datos no mostrados).
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Tabla 21: Indices de estimulacion correspondientes a las pruebas de linfoproliferacion
in vitro frente a mitégenos (concanavalina A y fitohemaglutinina) y antigenos (LEM75 y
BCN150) el dia 135 p.i. Se considerd que habia existido proliferaciéon cuando IE > 2.

Indices de estimulacion a dia 135 p.i.

Mitégenos Antigenos
Lote Animal Con A Fit. LEM75 BCN150
5 1.30 2.44 1.31 0.35
Control 6 0.94 0.45 0.79 0.65
infeccion 7 0.26 0.25 0.33 0.24
8 0.26 0.27 0.30 0.21
Media 0.69 0.85 0.68 0.36
DS 0.44 0.91 0.41 0.17
5 1.51 0.62 0.39 0.73
Microesferas 6 1.05 1.41 1.01 2.19
vacias 7 1.03 0.64 1.82 1.11
8 0.75 0.84 0.86 0.93
Media 1.085 0.87 1.02 1.24
DS 0.27 0.31 0.51 0.56
3 8.33 3.03 1.68 1.70
Control sano 4 15.79 3.00 0.87 2.07
Media 12.06 3.015 1.27 1.88
DS 3.73 0.015 0.40 0.18

Tanto frente a mitdgenos, como frente a antigenos, existe una clara inhibicion
de la proliferacion celular con respecto al grupo de los animales sanos en los dos lotes

infectados.

En cuanto a la poblacion de linfocitos CD4+, no existieron diferencias

significativas entre ambos lotes, ni a dia 32, ni a dia 135 p.i. (datos no mostrados).
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3. TRATAMIENTO EN EL PERIODO SINTOMATICO CON
ANFOTERICINA B FORMULADA EN HSA, A LA DOSIS DE 2
mg/Kg/dia. ESTUDIO DE LOS ESTADOS DE AGREGACION.

Los resultados del experimento anterior mostraban que la formulacién de
albumina conteniendo anfotericina B era mas eficaz que la anfotericina B de referencia
libre. Sin embargo, la utilizacion de una pauta de administracién en fase temprana, a
pesar de ser eficaz a dia 32 p.i., no era lo suficientemente buena como para controlar
o eliminar la infeccion en estadios mas tardios (dia 135 p.i.). Ademas, en el tratamiento
temprano no se puede conocer el grado de infeccidon en el que se encuentran los

animales. Por ello en este experimento se modificé el planteamiento de trabajo:

o Se realizé el tratamiento en el periodo sintomatico de la enfermedad, una
vez comprobado que todos los animales alcanzaban ese periodo mediante
determinaciones por ELISA de los niveles de IgG en las semanas 72-92 p.i.
Se considerd que los animales se encontraban ya en dicho periodo cuando
se comenzaban a apreciar sintomas de enfermedad y ademas, los niveles

de D.O. en esas semanas eran de entre 0.3y 0.4.
e Se aumentd la dosis de anfotericina B de 1 mg/Kg/dia a 2 mg/Kg/dia.

e Se probdé la formulacién de albumina sérica humana (HSA) con la
anfotericina B en sus distintos estados de agregacion: dimérico,
poliagregado y monomérico y se comparé con la anfotericina B de
referencia libre en estado dimérico, estado de agregacién que presenta la

especialidad farmacéutica comercial (Fungizona®).

El experimento se realiz6 de la siguiente manera: se infectaron 30 cricetos
machos, con 10’ promastigotes de “reciente aislamiento” de la cepa BCN150 de L.
infantum, por via intracardiaca. Antes del tratamiento, los animales fueron agrupados
en 5 lotes homogéneos de 5 animales cada uno, basandose en los sintomas externos
y en los niveles de anticuerpos. Los animales sobrantes se emplearon para

mantenimiento del parasito. El tratamiento con las distintas formulaciones se realiz6 en
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tres dias alternos: 69, 71 y 73 p.i., por via intracardiaca a la dosis de 2 mg/Kg/dia y el

sacrificio en los dias 145-146 p.i. Los lotes fueron los siguientes:

Lote 1: Control de infeccion.

Lote 2: Anfotericina B de referencia en estado de agregacién dimérico.
Lote 3: Anfotericina B de referencia en estado dimérico, formulada en
microesferas de HSA.

Lote 4: Anfotericina B de referencia en estado poliagregado, formulada
en microesferas de HSA.

Lote 5: Anfotericina B de referencia en estado monomérico, formulada

en microesferas de HSA.

En el lote 2 muri6 el animal 1 y en el lote 3 murieron los animales 1y 2 durante
la semana del tratamiento. Hemos decidido no incluir los datos de pesos y niveles de
anticuerpos (no se determinaron ni la carga parasitaria, ni los ensayos celulares) de
los animales que murieron, para que asi todos los valores en las distintas pruebas
siempre correspondan a grupos de animales que sobrevivieron durante todo el

proceso y poder obtener valores medios reales.
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Tabla 22: Pesos de los animales en gramos a lo largo del experimento; se incluyé un
grupo de controles sanos, es decir, no infectados con el parasito.

Pesos de los animales a lo largo del experimento

Semana p.i.
Lote Animal Preinf. 32 62 82 112 132 152 192 21°
1 60.60 73 91 100 108 104 103 104 98
_ e 2 72.50 83 98 104 110 113 101 82 75
§ :g 3 70 78.80 98.40 109 118 123 122 111 102
s 9 4 63.70 73 82.30 90.30 96 98 97 98 95
Ot 5 66.70 77 89 97.60 105 107 108 114 112
Media 70 76,50 92,67 104,33 107,40 109 106,20 101,80* 96,40*
DS 4.76 4,73 4,73 4,51 7,99 9,51 9,68 12,70 13,58
2 61 74 92 101 100 104 108 110 107
oS 3 70 81 93 101 99 103 106 109 108
o5 g 4 69 76 87 94 95 97 101 100 102
g E= 5 68 82 91 98 90 98 99 89 82
© Media 67 78,25 90,75 98,50 96*  100,50* 103,50*  102*  99,75*
DS 4,08 3,86 2,63 3,32 4,55 3,51 4,20 9,76 12,12
. 3 60 76 89 95 92 98 105 101 107
m L o 4 67.80 80 92 100 100 104 113 108 110
ugg% 5 61 81 98.50 107 104 108 115 111 112
<35 Media 62,93 79 93,17 100,67 98.67* 103.33* 111 106.67* 109.67*
DS 4,24 2,65 4,86 6,03 6,11 5,03 5,29 5,13 2,52
1 60.40 72 87.30 99 99 103 104 105 109
3 2 56 73 82 87 90 93 99 101 103
o S < 3 63 75.50 89 85 98 103 107 109 108
~§ g% 4 77 86 96 100 102 103 108 110 110
<8 5 65 80 93.50 100 104 106 108 103 106
g Media 65,25 77,75 89 94,20 98.60* 101.6* 105,20 105.60* 107.20*
DS 8,73 6,55 7,00 7,53 5,37 4,98 3,83 3,85 2,77
1 72.60 88 100 104 102 106 110 111 103
8 2 65.80 83 95.20 101 101 108 115 115 120
o35 < 3 74.80 92 105 113 106 115 125 120 123
~§ gg 4 65 86 102.40 104 101 105 115 111 113
<5 5 71.50 90 101.50 109 111 113 118 120 114
£ Media 69,94 87,80 100,82 106,20 104,20 109,40 116,60 11540 114,60
DS 4,32 3,49 3,63 4,76 4,32 4,39 5,50 4,51 7,70
» 1 68 75 99 107 116 118 113 122 127
% @ 2 62 70 83 94 102 100 100 112 117
E £ 3 60 68 79 87 96 106 108 102 107
8 * Media 63.30 71 87 96 104.66 108 107 112 117
DS 3.39 2.94 8.60 8.28 8.37 7.48 5.35 8.16 8.16

En el grupo de animales sanos, el peso va aumentando progresivamente hasta

alcanzar valores medios de 117 gramos en la ultima semana. En el lote control de

infeccidon el peso va aumentando progresivamente hasta la semana 132, a partir de la

cual empieza a disminuir (* p< 0.05), con valores medios de 96 gramos en la Ultima

semana. En el lote de animales tratados con la anfotericina B de referencia en estado

dimérico el peso aumenta hasta las semanas 112-132 y luego disminuye o se mantiene
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con valores medios de 100 gramos en la Ultima semana (* p< 0.05). En los lotes
tratados con la anfotericina B en estado dimérico, poliagregado o monomérico
encapsulada en HSA, los pesos aumentan hasta la semana 152 y luego se mantienen
con valores medios de 109, 107 y 115 gramos, respectivamente, en el momento del

sacrificio, y siendo menores que en el grupo sano en algunas semanas (* p< 0.05).

Tabla 23: Pesos de los 6rganos (bazo e higado) en gramos y carga parasitaria en mg
de o6rgano, determinada mediante el método de la dilucion limite, en el dia del
sacrificio.

Pesos 6rganos Amastigotes/mg 6rgano (x 10°)
Lote Animal Bazo Higado Bazo Higado
1 1 5.70 1.208 4.092
- 2 0.74 5.05 1.079 8.585
S0 3 0.79 7.13 1.301 12.10
£ § 4 1.10 6.55 1.581 5.97
oL 5 1.11 8.02 0.406 3.78
- Media 0.95 * 6.49 * 1.115 6.9
DS 0,17 1,17 0.390 3.11
2 0.66 6.50 0.328 2.83
0 S 3 0.83 6.42 0.255 2.131
o5 8 4 1.01 6.27 0.652 3.26
CES 5 0.67 5.06 0.36 2.8
© Media 0.82* 6,06 0.398 * 2.75*
DS 0,21 0,68 0.151 0.403
o 3 0.34 5.17 0 0
@S 4 0.30 6.27 0.00022 0
2 g0 5 0.91 6.08 0.407 0.364
<35 Media 0.52 * 5,84 0.135* 0.121 *
DS 0,34 0,59 0.191 0.171
1 0.34 5.75 0.00442 0.03335
s 2 0.58 5.15 0.01078 0.08652
m %< 3 0.46 5.58 0.001564 0.0145
250 4 0.52 5.71 0.00079 0.01359
<S 5 0.58 6.48 0.548 1.264
g Media 0.50 * 5,73 0.113 * 0.282 *
DS 0,10 0,48 0.217 0.491
1 0.74 6.16 0.896 2.78
8 2 0.56 5.60 0.099 1.299
05 o 3 0.75 8.16 0.694 2.76
2k ] 4 0.90 7.08 1.033 8.028
<5 5 0.98 7.32 1.317 8.081
= Media 0.79 * 6.86 * 0.807 * 4.58 *
DS 0,16 1,00 0.408 2.87
1 0.17 5.60 - -
o 2 0.14 5.17 - -
€5 3 0.16 5.23 - -
3 Media 0.15 533 - -
DS 0.01 0.19 - -
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Existe una marcada esplenomegalia en todos los lotes infectados con L.
infantum respecto al grupo de los controles sanos (* p< 0.05). Esta esplenomegalia es
mayor en el lote control de infeccion, en el lote tratado con la anfotericina B de
referencia dimérica libre y en el lote tratado con la anfotericina B monomérica
encapsulada en albumina. En cuanto al higado, los pesos son mayores a los del grupo
sano, en el lote control de infeccion y en el tratado con la formulacion de HSA
monomérica (* p< 0.05). El aspecto macroscopico de los érganos era mejor en el lote
tratado con la formulacion conteniendo anfotericina B poliagregada y a pesar de existir
una alta eficacia en el lote tratado con la formulacion de anfotericina B dimérica, los
organos de estos animales presentaban un aspecto mas blanquecino y necrosado,

debido posiblemente a una mayor toxicidad.

Respecto a la carga parasitaria, existe como siempre variabilidad individual,
pero los valores medios muestran que en el bazo, existe menor carga parasitaria en el
lote tratado con la anfotericina B poliagregada encapsulada (* p< 0.05), dimérica
encapsulada (* p< 0.05), dimérica libre (* p< 0.05) y monomérica encapsulada (* p< 0.05)
en ese orden, respecto al control de infeccién. En el higado, los valores medios
muestran que existe menor carga con respecto al control de infeccién en el lote tratado
con la anfotericina B dimérica encapsulada (* p< 0.05), poliagregada encapsulada (* p<

0.05), dimérica libre (* p< 0.05) y monomérica encapsulada (* p< 0.05) en ese orden.

Tabla 24: Porcentaje de reduccion de la carga parasitaria en los lotes tratados
respecto al control de infeccion, tanto en bazo como en higado.

% REDUCCION DE LA CARGA PARASITARIA
RESPECTO AL CONTROL INFECCION

Bazo Higado

Anfo B dimérica libre 64.30 * 60.14 *
Dimérica HSA 87.89* 98.24 *
Poliagregada HSA 89.86 * 95.91*
Monomérica HSA 27.62* 33.62*

* p< 0.05.

Las mayores eficacias las encontramos en los lotes tratados con las
formulaciones dimérica y poliagregada encapsuladas, seguidas de la anfotericina B
dimérica libre y de la formulacion monomérica encapsulada. Por lo tanto, descartamos

la anfotericina B monomérica encapsulada para préximos experimentos. Ademas,

129



Resultados

pensamos que entre las formulaciones dimérica y poliagregada encapsulada, ésta
ultima podria ser mejor, ya que en el lote de los animales tratados con la formulacion
dimérica encapsulada murieron dos animales en el momento del tratamiento y esto
podria ser debido a un mayor efecto toéxico, tal y como habiamos sefialado en el
experimento en el que se empled la dosis de 1 mg/Kg/dia, en fase aguda de la
enfermedad. Sin embargo, en el lote tratado con la formulacion poliagregada

encapsulada sobrevivieron todos los animales hasta el final del experimento.
Para confirmar la mayor toxicidad de la formulacién dimérica, se efectu6 de

nuevo el tratamiento en otros 6 cricetos infectados y se volvié a producir la muerte en

3 de ellos (datos no mostrados).
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D.O.

Control infeccién

a b WwN
D.O.

1 3 5 7 9 1M 13 15 17 19 21
Semana p.i.

Dimérica libre

7 9 M 13 15 17 19 21
Semana p.i.

Dimérica HSA

D.O.

1 3 5 7 9 MM 13 15 17 19 21

A hHh WON

Poliagregada HSA

Semana p.i.

Semana p.i.
Monomérica HSA
2,2
2] —1
1,84 W2
1,6 1 —A—3
1,4
o 12
a 1
0,8
0,6 1
0,4
0,2
0 —
1 3 5 7 9 M
Semana p.i.

19 21

Figura 22: Niveles individuales de IgG, frente a antigeno de la cepa LEM7S,
determinados mediante ELISA indirecto. D.O.: D.O. p-D.O. n. Lote 1: control de
infeccion; Lote 2: anfotericina B dimérica libre; Lote 3: anfotericina B dimérica
formulada en HSA; Lote 4: anfotericina B poliagregada formulada en HSA; Lote 5:

anfotericina B monomeérica formulada en HSA.
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2,2 Valores medios IgG

Control infeccion _
1,8 1 —@— Anfo B dim. libre
16 - —@— Dimérica HSA
Poliagregada HSA
1,4 | —@—Monomérica HSA

D.O.

12 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Semana p.i.

Figura 23: Niveles medios de IgG, frente a antigeno de la cepa LEM75, en todos los
lotes, determinados mediante ELISA indirecto. D.O.: D.O. p-D.O. n. La flecha indica la
semana del tratamiento.

Los valores medios muestran que la anfotericina B dimérica libre presenta
niveles de anticuerpos similares a los encontrados en el lote control de infeccion. En el
lote tratado con la formulacién de HSA conteniendo anfotericina B dimérica disminuyen
los anticuerpos después del tratamiento (* p< 0.05), pero este descenso es un poco
menor que el producido en los lotes tratados con las formulaciones de anfotericina B
poliagregada y monomérica (* p< 0.05). Aunque en este experimento los datos de la
carga parasitaria son un poco mas homogéneos, sigue existiendo una gran
variabilidad y resulta muy dificil establecer una correlacion individual entre la carga
parasitaria y los niveles de anticuerpos. Basandonos en los valores medios, se
observa mejor correlacion entre la eficacias y los niveles de IgG, aunque la
formulacién monomérica, que es la menos eficaz, también produce descenso en los

niveles de anticuerpos después del tratamiento.

Seguimos pensando que la formulacién de anfotericina B poliagregada
formulada en HSA es la mejor porque, aunque presenta eficacia similar a la
anfotericina B dimérica formulada en HSA, produce una mayor disminucion en los

niveles de anticuerpos.
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Aunque se han realizado los western-blots de todos los animales, para
abreviar, en éste y sucesivos experimentos, solo mostraremos el western-blot de un

animal representativo por cada lote.

AN1

kDa
208 —

124 —

101 — __j_“-ll-.m

55 - ,.__ i -l-.-
Control de infeccion
36 —

29 —

21 —

6.7 —

-1234567891011121314151617 18 19 20 21

AN2
kDa

208 —

124 —

101 — —

55 Dimérica libre
36 —
29 —

21 —

6.7 —

-1234567891011121314151617 1819 20 21

Figura 24: Perfiles de reconocimiento antigénico, determinados mediante western-blot
frente a antigeno de la cepa LEM75. Lote 1: control de infeccion; Lote 2: anfotericina B
dimérica libre.

En el lote control de infeccién las bandas mas frecuentes son las de 30, 40, 50-
55, 60, 70, 80-90, 115 y 125 KDa, con aparicion de la respuesta a partir de la semana
62-72 p.i. En lote tratado con la anfotericina B dimérica libre desaparecen bandas por
encima y por debajo de los 90-100 KDa, que en algunos animales vuelven a aparecer

varias semanas después del tratamiento. En el ejemplo se observa la banda de 40
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KDa muy débilmente, desapareciendo al final del experimento y también las bandas de
55 (que casi no se aprecia), 70, 80-90, 105 y 125 KDa.

kDa
208

124

101
55

36

29

21

6.7 —

AN3 AN4
kDa

208 —

124 —

101 —

o

55 —

36 —

29 —
21 —

6.7 —

-12345678910111213141516 17 18 19 20 21 -12345678910111213141516 17 18 19 20 21
Dimérica HSA Poliagregada HSA
AN5

kDa

208 —

124 —

101 — -

55 — [Rr——

36 —

29 —

21 —

6.7 —
-12345678910111213141516 17 18 19 20 21

Monomérica HSA

Figura 25: Peffiles de reconocimiento antigénico, determinados mediante western-blot
frente a antigeno de la cepa LEM75. Lote 3: anfotericina B dimérica formulada en
HSA; Lote 4: anfotericina B poliagregada formulada en HSA; Lote 5: anfotericina B
monomérica formulada en HSA.

En el lote tratado con la anfotericina B dimérica formulada en HSA predominan

las bandas de entre 80-115 KDa, con pocas bandas por encima y debajo de ese

rango. En el animal del ejemplo aparecen bandas de 55, que se hace muy débil, 80-
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90, 105, 115 y 125 kDa. En el lote tratado con la formulacién de anfotericina B
poliagregada formulada en HSA encontramos patrones de reconocimiento antigénico
de entre 16 y 125 KDa, con predominio de bandas de entre 50 y 100 KDa. En la figura
se observan bandas de 30 y 32 KDa, solo al final del experimento, 55 (que se hace
mas débil con el tiempo), 70, 80-90, 115 y 125 KDa. En el lote tratado con la
formulacion de anfotericina B monomérica formulada en HSA encontramos bandas de
30 KDa, que desaparece al final del experimento, 55, que se hace mas débil después

del tratamiento, 70, que desaparece, 80-90, 105y 115 KDa.

Tabla 25: Porcentaje de la subpoblacion linfocitaria CD4+ en bazo, el dia del sacrificio
(145 p.i.). También se determiné en los controles de cricetos sanos.

Citometria de flujo Citometria de flujo (cont.)
Lote Animal % CD4+ Lote Animal % CD4+

1 5.19 1 8.39
2 14.52 2 16.30
Control 3 5.49 {-\nfo B 3 8.50
infeccion 4 5.34 pollagregada 4 4.46
5 7.46 HSA 5 11.63
Media 7.60 Media 9.85
DS 3.97 DS 4.40
- - 1 16.72
2 8.19 2 14.81
3 4.98 3 21.59
dimgrifcoa?ibre 4 5.36 moﬁgfzéBrica 4 20.58
5 9.44 HSA 5 18.87

Media 6.99 Media 18.51*
DS 217 DS 2.77
3 6.10 1 9.38
Anfo B 4 7.39 Control 2 5.27
dimérica HSA J 6.44 sano 3 7.28
Media 6.64 Media 7.31
DS 0.66 DS 1.67

Aqui, encontramos bajos porcentajes de CD4+ en todos los lotes incluido el de
los animales sanos, por lo que pudiera ser que el anticuerpo monoclonal no hubiera
funcionado correctamente (hay que recordar que no es un monoclonal especifico de
criceto), sin embargo, esto no nos impide establecer una comparacion, ya que
estamos realizando una cuantificacién relativa. Si nos fijamos en los valores medios de
cada lote observamos que no se ha producido variacién en la subpoblacién CD4+ con
respecto al grupo de los controles sanos. En el lote control de infeccion no existe

correlacion con la carga parasitaria, pero el animal con mas porcentaje de células
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CD4+ es el que tiene mas niveles de anticuerpos. En los dos lotes tratados con la
anfotericina B dimérica no se producen cambios en dicha subpoblacién con respecto al
control de infeccidn, pero hay que tener en cuenta que en este caso hemos realizado
el tratamiento en el periodo sintomatico de la enfermedad y no en la fase temprana
como en el experimento anterior, en el que si se apreciaban cambios. Tampoco existe
correlacion con la carga parasitaria en estos casos, pero los dos animales tratados con
la anfotericina B dimérica libre que presentan mayor porcentaje de células CD4+, son
los que tienen mayores niveles de anticuerpos. Si seguimos teniendo en cuenta los
valores medios, en el lote tratado con la anfotericina B poliagregada formulada en
HSA, se produce un ligero aumento de la subpoblacién CD4+ con respecto al control
de infeccion, concretamente son los animales 2 y 5 los que mas porcentaje presentan,
pero no encontramos correlacion con la carga parasitaria. Curiosamente, en el lote
tratado con la anfotericina B monomérica formulada en HSA, es en el que se produce
un mayor aumento de dicha subpoblacion (* p< 0.05) a pesar de ser el que presenta
menor eficacia parasitologica, no existiendo correlacién con la carga parasitaria o con

los anticuerpos
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Tabla 26: Indices de estimulacion correspondientes a las pruebas de linfoproliferacion
in vitro frente a mitégenos (concanavalina A y fitohemaglutinina) y antigenos (LEM75 y
BCN150) en bazo, el dia 145 p.i. Se consider6 que habia existido proliferacion cuando
IE> 2.

Indices de estimulacion (IE)

Mitégenos Antigenos

Lote Animal Con A Fit. LEM75 BCN150
1 0.85 0.96 0.89 1.23
- 2 0.74 0.77 0.51 0.31
59 3 0.58 0.66 1.05 0.34
€9 4 1.16 0.61 0.65 0.58
SE€ 5 0.89 1.09 1.01 1.34
- Media 0.84 0.82 0.83 0.76
DS 0.21 0.20 0.23 0.49
2 1.18 0.94 0.56 1.18
n S 3 0.50 0.34 0.50 0.32
o% g 4 1.40 0.81 1.25 0.40

CES 5 2.66 1.25 0.60 -

° Media 1.43 0.84 0.73 0.64
DS 0.77 0.37 0.35 0.47
. 3 3.61 0.93 1.35 2.86
ms 4 1.67 0.43 0.40 0.16
..g g 2] 5 0.41 0.16 0.52 0.25
<3 Media 2.10 0.50 0.76 1.09
DS 1.34 0.39 0.52 1.53
1 2.86 0.86 0.53 1.20
= 2 0.83 1.30 0.67 1.04
) %< 3 2.78 0.92 1.84 0.27
.g “5’,2 4 6.59 0.99 0.80 0.93
<S8 5 0.45 0.43 0.32 0.51
S Media 2.70 0.90 0.83 0.79
DS 2.43 0.31 0.59 0.38
1 1.05 0.39 0.57 0.76
s 2 1.23 0.68 2.00 043
m15< 3 1.01 0.36 0.48 0.36
ug g 2] 4 0.51 0.49 0.31 0.42
<s 5 1.47 1.13 0.98 0.92
= Media 1.05 0.61 0.87 0.58
DS 0.35 0.31 0.68 0.24
1 13.01 2.80 1.71 0.50
S o 2 21.94 2.72 2.03 0.80
€5 3 16.07 2.95 1.75 1.30
3 Media 17.00 2.82 1.83 0.86
DS 3.70 0.09 0.14 0.32

En el grupo de los animales sanos, la proliferacion celular es mayor frente a
concanavalina A que frente a fitohemaglutinina, al igual que en otros experimentos. En
todos los lotes infectados con L. infantum existe una inhibicién de la proliferacién

celular inespecifica (frente a mitdgenos), con respecto al grupo de los animales sanos
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y frente a los antigenos no existe proliferacion celular en ningun caso. Pero en el lote
tratado con la formulacién de HSA conteniendo anfotericina B poliagregada si existe
mayor proliferacion frente a concanavalina A (IE > 2) con respecto al control de
infeccién, aunque es menor que en los animales sanos. En las células del animal 1 del
lote tratado con la formulacién de albdmina conteniendo anfotericina B dimérica, en el
que no existen parasitos ni en higado ni en bazo, también existe proliferacién celular
frente a concanavalina A y frente al antigeno de la cepa BCN150 (IE > 2). En el caso
de los animales tratados con la anfotericina B dimérica libre solo existe proliferacion,
frente a concanavalina A, en las células del animal 5 del lote. Por ultimo, en el lote
tratado con la anfotericina B monomérica encapsulada, no se produce proliferacién
celular frente a antigenos o mitdégenos y hay que recordar que dicha formulacién es la

menos eficaz de todas.

En resumen, los indices de estimulacion frente a concanavalina A, en algunos
de los animales tratados, aun no son tan altos como en los animales sanos debido,
probablemente, a que en la mayoria de los animales todavia albergan parasitos en sus

organos.
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4. ESTUDIOS DE TOXICIDAD AGUDA.

En este punto del desarrollo experimental y a la luz de los resultados obtenidos
en los experimentos anteriores con los distintos estados de agregacion de la
anfotericina B, nos planteamos realizar ensayos de toxicidad para poder decidir por
donde continuar en los ensayos de eficacia e inmunolégicos, es decir, queriamos
comprobar si, como sospechabamos, el estado de poliagregado era el menos toxico

de los tres.

Para ello, los estudios de toxicidad in vivo fueron realizados en dos etapas. En
una primera etapa, se investigd la toxicidad aguda en animales sanos. Una vez
conocida y tomando como referencia los resultados obtenidos, se investigo la toxicidad
aguda en los animales enfermos ya que el desarrollo de la enfermedad puede

potenciar la toxicidad aguda del farmaco.

El hecho de estudiar en primer lugar la toxicidad aguda en animales sanos y
después en enfermos, es porque trabajar desde el principio con animales enfermos es
mucho mas laborioso, siendo necesario seguir el desarrollo de la enfermedad para
clasificarlos en grupos homogéneos en funcién del grado de infeccidon. Por eso, a fin
de utilizar el menor numero de animales enfermos, primero se aproxima la toxicidad en

animales sanos.

4.1. Estudio de la toxicidad aguda en animales sanos: se ensayaron las

siguientes formulaciones:

e Anfotericina B de referencia en estado poliagregado formulada en
microesferas de HSA.

e Anfotericina B de referencia en estado dimérico formulada en
microesferas de HSA.

e Anfotericina B de referencia en estado monomérico formulada en
microesferas de HSA.

e Fungizona®.

e Anfotericina B de referencia en estado dimérico libre.
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Para cada preparacion, se inyectaron la dosis de 2.5, 5, 10, 15, 20 y 40mg/Kg
de anfotericina B hasta igualar o superar la Dosis Letal 50 (DLsg), a grupos de 7

cricetos cada uno.

Tabla 27: Mortalidad en las 48 horas siguientes a la administracion de las dosis en
cricetos sanos.

25 5 10 15 20 40
mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg

Microesferas de 0% 0% 0% 0% 0% 0%
anfotericina B poliagregada
Microesferas de 0% 0% 14%* 29%* 100% -
anfotericina B dimérica
Microesferas de
anfotericina B monomeérica

Fungizona® 0 % 0 % 0%* 14%* 100 % -

Anfotericina B dimérica
libre

0% 100 % - - - -

0% 0 % 0%* 0%* 100 % -

* Los animales que sobreviven, tardan varios minutos en recuperar el comportamiento
normal después de la inyeccion.

La formulacion de microesferas de albumina con anfotericina B poliagregada,
se dispers6é en suero glucosado y se inyectdé. Después de haber administrado 40
mg/Kg de principio activo, ninguno de los animales murid ni mostré reacciones
adversas significativas. No se probaron cantidades mayores porque no se consiguio
una facil y rapida dispersion completa de las microesferas en el suero glucosado. La
formulacion de microesferas con anfotericina B dimérica, se dispersé en suero
glucosado y se inyectdé. Con las dosis de 2.5 y 5 mg/Kg, no se observé ninguna muerte
ni sufrimiento aparente en los animales. Al administrar 10 mg/Kg, murié uno de siete
animales (el 14%) y los otros seis no recuperaron su comportamiento normal hasta
pasados varios minutos después de la inyeccion. Al incrementar la dosis a 15 mg/Kg
murieron dos de siete animales (el 29%) y los restantes tardaron varios minutos en
reponerse. Con 20 mg/Kg, la mortalidad fue del 100%. La formulacién de microesferas
con anfotericina B monomeérica, se dispers6é en una disolucion de 135 mg/ml de v-

ciclodextrina en suero glucosado. Al inyectar la dosis correspondiente a 5 mg/Kg de
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anfotericina B murieron todos los animales. Al inyectar Fungizona® a la dosis de 10
mg/Kg y superiores, los animales resultaron afectados y no reestablecieron su actitud
y movilidad normales hasta pasados varios minutos. Después de la administracién de
15 mg/Kg murié uno de siete animales (el 14%) y con 20 mg/Kg murieron todos. La
preparacion anfotericina B dimérica sin encapsular tiene una composiciéon cualitativa y
cuantitativa igual que Fungizona® y los resultados obtenidos fueron iguales que los
observados con la especialidad farmacéutica, con la Unica diferencia de que no murié

ningun animal cuando se administraron 15 mg/Kg.

En resumen, las dosis maximas de anfotericina B que no producen muertes ni
modificaciones en la actividad y el comportamiento de los criceto sanos son: la
formulacién de microesferas con anfotericina B poliagregada: 40 mg/Kg; la formulacién
de microesferas con anfotericina B dimérica: 5 mg/Kg; la formulaciéon de microesferas
con anfotericina B monomeérica: 2.5 mg/Kg; la Fungizona®: 5 mg/Kg y la anfotericina B

dimérica sin encapsular: 5 mg/Kg.

4.2. Estudio de la toxicidad aguda en animales enfermos: Los cricetos
fueron infectados por via intracardiaca con 10" promastigotes de “reciente aislamiento”
de la cepa BCN150 de L. infantum. En la séptima semana después de la infeccion, se
tomaron muestras de sangre para determinar el nivel de anticuerpos en suero y, a
partir de los datos obtenidos los animales se clasificaron en cinco grupos uniformes. El
dia 69 p.i. se administraron las mismas preparaciones que se inyectaron a los
animales sanos, a las dosis indicadas en la siguiente tabla, la cual incluye también los

resultados de mortalidad obtenidos.
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Tabla 28: Mortalidad en las 48 horas siguientes a la administraciéon de las dosis en
cricetos enfermos.

2.5 5 ma/K 40
mg/Kg 99 mglKg
Microesferas de i ) 0%

anfotericina B poliagregada

Microesferas de

0, 0 .
anfotericina B dimérica 0% 100 %

Microesferas de
anfotericina B monomeérica

Fungizona® 0 % 100 % -

0 % - -

Anfotericina B dimérica

0 0 -
libre 0% 100 %

Por lo tanto, las dosis maximas de anfotericina B que no han producido
alteraciones aparentes en el comportamiento de los cricetos enfermos son: la
formulaciéon de microesferas con anfotericina B poliagregada: 40 mg/Kg; la formulacién
de microesferas con anfotericina B dimérica: 2.5 mg/Kg; la formulacién de
microesferas con anfotericina B monomeérica: 2.5 mg/Kg; en la Fungizona®: 2.5 mg/Kg;
la preparacion de anfotericina B dimérica libre: 2.5 mg/Kg. Por lo tanto, se demuestra
que, al menos en algunas de las formulaciones, la toxicidad aguda es mayor en los

animales enfermos que en los sanos.
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5. TRATAMIENTO EN EL PERIODO SINTOMATICO CON
ANFOTERICINA B POLIAGREGADA FORMULADA EN HSA, A
LA DOSIS DE 40 mg/Kg/dia.

En base a los resultados obtenidos en los anteriores experimentos decidimos

continuar con los siguientes planteamientos:

e Seguir empleando la pauta triple en el periodo sintomatico de la
enfermedad, porque permite realizar un mejor seguimiento inmunoldgico,

sobre todo humoral.

e Puesto que el estado de agregacion poliagregado parecia ser el mas
prometedor, decidimos incluir un lote con la formulacion de albimina sérica
humana a la mayor dosis principio activo que es posible encapsular (40

mg/Kg de peso).

e Aunque ya habiamos visto que la microesferas de albumina vacias no
ejercian ningun efecto per se sobre la respuesta inmune y la eficacia, en la
fase temprana de la infeccion, incluimos un lote de animales a los que se
les administraron las microesferas vacias en la cantidad correspondiente a
40 mg/Kg/dia, ya que al aumentar la dosis del principio activo también

aumenta la cantidad de albumina necesaria para su encapsulacion.

El experimento se disend de la siguiente manera: se infectaron un total de 20
cricetos machos, con 10’ promastigotes de “reciente aislamiento” de la cepa BCN 150
de L. infantum, por via intracardiaca. Previo al tratamiento, se constituyeron lotes
homogéneos de 6 animales (excepto en el lote de las microesferas vacias, en el que
se emplearon s6lo 3 animales), en funcién del aspecto externo, de los sintomas y de
los niveles de anticuerpos. Los animales sobrantes se emplearon para otros fines. El
tratamiento se realizé en tres dias alternos: 69, 71 y 73 p.i., por via intracardiaca. El

sacrificio se llevod a cabo los dias 145-146 p.i.

Los lotes fueron los siguientes:
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Lote 1: Control de infeccion.

Lote 2: Anfotericina B de referencia en estado poliagregado a la dosis
de 40 mg/Kg peso/dia, formulada en microesferas de HSA.

Lote 3: Microesferas de HSA vacias. Este lote solo constaba de 3

animales.

A lo largo del experimento se muri6 el animal 6 del lote 1 en el momento de la

infeccion.

Tabla 29: Pesos de los animales en gramos a lo largo del experimento, se incluyé un
lote de controles sanos, es decir, no infectados con el parasito.

Pesos de los animales a lo largo del experimento
Semana p.i.
Lote Ani. 1° 4° 82 102 12 14* 16* 18 212

1 72 71 104.8 1111 113 112 127 123 103
e 2 67 83 9260 9970 98 97 87 75 67
[ 3 81 1256 130 105 105 106 1165 114 115
S g 4 72 88 100 1346 135 137 145 142 136
O 5 66 84 9860 104 107 108 1214 120 115
~  "Media 71.60 90.32 1052* 1115 1116 112* 119.5* 114.8* 107.2*
DS 531 1853 1299 12.28 12.64 13.43 19.11 21.99 22.73
1 73 1025 1085 102 105 113 122 123 130
© 2 83 81 112 103 109 115 119 118 120
n TS 3 71 81 92 8810 96 97 103 103 111
° g,’g 4 82 93 107 104 109 114 120 122 127
tO¢ 5 80 103 120 112 121 126 134 137 140
<'§g 6 83 112 135 125 132 139 152 152 155
o Media 78.66 9541 1124 1056 112 117.3 125 1258* 130.5*
DS 485 1157 13.09 11.14 1157 12.86 1507 1535 14.10

1 66 85 94 96 97 105 118 115 111

<8 2 81 102 117 116 113 120 126 128 127

a5 3 75 63 95 90 97 104 101 98 73
> Media 74 83.30* 102* 100,7 1023 109.7* 115* 113.7* 103.7*
DS 7,50 19,60 13 13,60 9,20 9 1280 15 27,70

1 73 115 120 - - 128.6 130 151 137

e 2 70 9840 109 - - 111.7 119 124 136
s 3 75 106 117 - - 1235 132 135 143
I 4 74 103 115 - - 117 128 132 139
€ 5 76 108 117 - - 122 130 135 138
3 Media 73,60 1061 115,6 - - 120,6 127,8 1354 138,6
DS 230 6,20 4,10 - - 6,50 510 9,80 2,70

En el lote control de infeccion los pesos, que son menores que los de los
animales sanos (* p< 0.05), aumentan hasta la semana 162, para después decaer en la

ultima semana. En el lote tratado con las microesferas vacias, los pesos también son

144



Resultados

menores a los de los animales sanos (* p< 0.05), y descienden a partir de la semana
162 p.i. En el lote tratado con la anfotericina B poliagregada formulada en HSA, el peso
de los animales va aumentando progresivamente a lo largo del experimento, llegando
a alcanzar valores mas altos que en los otros dos lotes infectados, pero algo menores

aun que en el grupo sano (* p< 0.05).

Criceto del lote control de infeccion, con menor peso, mal aspecto
externo y pérdida de movilidad en las extremidades.

Cricetos del lote tratado con la anfotericina B poliagregada a la dosis de
40 mg/Kg/dia, encapsulada en HSA; con peso normal, buen aspecto y buena
movilidad.
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Tabla 30: Pesos de los 6rganos (bazo e higado) en gramos y carga parasitaria en mg
de o6rgano, determinada mediante el método de la diluciéon limite, en el dia del
sacrificio.

Peso 6rganos Amastigotes/mg érgano (x 10°)
Lote Ani. Bazo Higado Bazo Higado
1 0.93 6.18 314.5 198.38
- 2 0.58 4.48 28.08 52.42
SO 3 1.13 8.07 17.87 0.699
= 4 1.24 9.86 65.53 1.638
SE 5 0.66 6.80 0.341 0.215
~  Media 0.91* 7.07 * 85.26 50.67
DS 0.25 1.80 116.58 76.5
1 0.34 6.48 0 0
© 2 0.50 7.45 0 0.000700
o853 3 0.30 5.99 0 0
08T 4 0.27 7.02 0 0.000777
E9F 5 0.29 7.46 0 0
52 6 0.36 9.13 0 0.000298
& Media 0.34* 7.25* 0* 0.000295 *
DS 0.07 0.98 0 0.000331
1 0.87 6.81 19.66 50.36
<8 2 0.85 9.14 78.64 43.95
@G 3 0.93 6.33 262.144 46.16
> Media 0.88 * 7.42* 120.148 46.82
DS 0.03 1.22 103.25 2.65
1 0.09 5.63 - -
Bo 2 0.13 6.20 - -
€< 3 0.10 5.67 - -
8? "Media 0.10 5.83 = 5
DS 0.02 0.26 z E

En todos los lotes existe un aumento del tamano de los érganos respecto a los
controles sanos (* p< 0.05), sin embargo, la esplenomegalia es mucho menos marcada
en el lote tratado con la formulacién de anfotericina B poliagregada en HSA. En ese
lote, el tamano del higado es similar al de los otros grupos infectados. Ademas, en
todos los demas animales infectados los 6rganos presentaban un aspecto necrosado,
punteado y blanquecino, mientras que en el lote tratado con la anfotericina B
poliagregada encapsulada todos los bazos presentaban buen aspecto y los higados

mostraban el color rojo vino caracteristico de los animales sanos.

En el lote tratado con la anfotericina B poliagregada formulada en HSA, se
consigue la eliminacién completa de los parasitos del bazo de todos los animales y del
higado de 3 de ellos; es decir, se consigue un efecto homogéneo y contundente en

cuanto a la reduccion de la carga parasitaria (* p< 0.01), con cura parasitoldgica de la
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mitad del lote. En el lote tratado con las microesferas vacias no se observa variacion

de la carga parasitaria con respecto al control de infeccién.

Tabla 31: Porcentaje de reduccion de la carga parasitaria de todos los lotes respecto
al control de infeccién, tanto en bazo como en higado.

% REDUCCION DE LA CARGA PARASITARIA
RESPECTO AL CONTROL INFECCION

Bazo Higado
Poliagregada 40 mg HSA 100 * 99.99 *
HSA vacias - 7.63
*p<0.05
1,2 Control infeccion 1,2 - Poliagregada 40 mg HSA
——1 —o—1
14 =2 11 —m—2
0,8 4 &3 08 | —*—3
G —><—4 o
5061 95 o 0,6
0,4 0,4 -
0,2 0,2
0 - T 0
1 3 5 7 9 12 14 16 18 20 1 3 5 7 9 12 14 16 18 20
Semana p.i. Semana p.i.
1,2 - Microesferas vacias

0,8 - 3

0,6 -

D.O.

0,4 -

0,2 4

1 3 5 7 9 12 14 16 18 20
Semana p.i.

Figura 26: Niveles individuales de IgG, frente a antigeno de la cepa LEM75,
determinados mediante ELISA indirecto. D.O.: D.O. p-D.O. n. Lote 1: control de
infeccion; Lote 2: anfotericina B poliagregada 40 mg formulada en HSA; Lote 3:
microesferas de HSA vacias.
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Valores medios IgG
1,2
Control infeccion
1 1 —e—Poliag. 40 mg HSA
HSA vacias
0,8 -
© 0,6 - t
o
0,4 T
= %
0,2 A
e
0 \J:(\:i/:' T T T T T T T T T T T T T T T 1
1 2 3 45 6 7 8 9101213141516 17 18 19 20 21
Semana p.i.

Figura 27: Niveles medios de IgG, frente a antigeno de la cepa LEM75, determinados
mediante ELISA indirecto. D.O.: D.O. p-D.O. n. La flecha indica la semana del
tratamiento.

Los valores medios muestran que los lotes control de infeccidon y tratado con
microesferas vacias, presentan niveles de IgG similares. En el lote tratado con la
formulacién de anfotericina B poliagregada encapsulada es donde se observa un claro
descenso de los niveles de IgG después del tratamiento (* p< 0.01), lo que concuerda
con la alta eficacia farmacolégica encontrada en estos animales. Ademas, la ventaja
que presenta la preparacion poliagregada es que se ha conseguido encapsular una
dosis de anfotericina B muchisimo mas alta, lo que contribuye a aumentar la eficacia

con ausencia de efectos toxicos.
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AN4 AN4
kDa kDa
124 — 124 —
101 — — 101 —
—— —=
55 — —— 55
36 — 36 —
29 — 29 —
M — 21 —
6.7 — 6.7 —
-12345678910111213 141516 17 18 19 20 21 -12345678910111213 14151617 18 19 20 21
Control infeccion Poliagregada HSA 40 mg/Kg/dia
AN3
kDa
208 —
124 —
101 — -
55 —
36 —
29 —
21 —
6.7 —
-12345678910111213 141516 17 18 19 20 21

Microesferas vacias

Figura 28: Peffiles de reconocimiento antigénico, determinados mediante western-blot
frente a antigeno de la cepa LEM75. Lote 1: control de infeccion; Lote 2: anfotericina B
poliagregada 40 mg formulada en HSA; Lote 3: microesferas de HSA vacias.
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En el lote control de infeccidon encontramos bandas de entre 30 y 150 KDa,
aunque en la mayoria de los animales la mayoria de las bandas se encuentran entre
30 y 125 KDa, tal y como habiamos visto en el experimento anterior. En el lote tratado
con la anfotericina B poliagregada a la dosis de 40 mg/Kg/dia, encontramos las
bandas de 16-18, 40, que desaparece, 42, 55, que desaparece, 70, 80-90, 105y 115
KDa, siendo lo mas destacado la desaparicion de la banda de 55 KDa después del
tratamiento. Por ultimo, en el lote tratado con las microesferas vacias el patrén esta
formado por bandas de 40 (muy débil), 55, 60, 70, 80-90, 105 y 125 KDa.

Determinacién de inmunocomplejos en riidn.

Dada la alta eficacia encontrada en el lote tratado con la dosis de 40 mg/Kg/dia
de anfotericina B encapsulada, en este experimento decidimos realizar la
determinacion de los inmunocomplejos en riidn, para ver si existia correlacion entre

ambos parametros.

Valores medios inmunocomplejos en rifion
1,8

1,6 -
1,4 -
1,2 -

0,8 -
0,6 -
0,4
0,2

Control infeccién Poliagregada 40 mg HSA Microesferas vacias

Figura 29: Valores medios de los inmunocomplejos en el dia del sacrificio, expresados
en densidades opticas. D.O.: D.O. p-D.O. n.

Se produce un descenso de inmunocomplejos notable en el lote tratado con la
forma poliagregada formulada a la dosis de 40 mg/Kg/dia (* p< 0.05). Por lo tanto, existe
una correlacion directa entre los niveles de inmunocomplejos en rifidn y la reduccion

de la carga parasitaria.
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Tabla 32: Porcentaje de la subpoblacion linfocitaria CD4+ en bazo, en el dia del
sacrificio (145 p.i.). También se determinaron en un grupo de cricetos sanos.

Citometria de flujo

Lote Animal % CD4+
1 12,58
2 23,08
Control 3 18,45
infeccion 4 30,06
5 15,28
Media 19,89
DS 6,89
1 8,32
2 4,89
Anfo B 3 5,64
Anto 4 7,22
poliagregada 5 6.84
40 mg HSA ’

6 7,13

Media 6.67 *
DS 1,22
1 7,87
2 23,47
HSA vacias 3 29,86
Media 20,40
DS 11,31
1 24,28
2 17,77
Control sano 3 22.10
Media 21.38
DS 2.70

Lo mas sorprendente de todo es la disminucién de esta subpoblacion en todos
los animales del lote tratado con la anfotericina B poliagregada encapsulada a la dosis
de 40 mg/Kg/dia (* p< 0.05), lo que se correlaciona con la menor carga parasitaria. En el
lote tratado con las microesferas vacias no se aprecian diferencias con el lote control
de infeccion y los animales con mayor porcentaje de CD4+ son los que presentan
mayor carga en bazo, mientras que el que tiene menor porcentaje presenta menores

niveles de anticuerpos.
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Tabla 33: Indices de estimulacion correspondientes a las pruebas de linfoproliferacion
in vitro frente a mitégenos (concanavalina A y fitohemaglutinina) y el antigeno de la
cepa LEM75 en bazo, el dia 145 p.i. Se consider6 que habia existido proliferacion
cuando IE > 2.

Indices de estimulacion (IE)

Mitégenos Antigeno

Lote Animal Con A Fitoh. LEM75
1 1.14 0.17 0.51
- 2 2.21 0.48 0.29
50 3 1.55 0.21 0.99
‘g § 4 1.79 0.46 0.77
SR 5 1.81 2.52 1.3
. Media 1.70 0.77 0.77
DS 0.39 0.98 0.39
1 57 1.82 2.86
© 2 3.02 1.38 2.93
o g,‘,‘, 3 55 2.84 2.66
9T 4 45 1.34 2.78
Z8E 5 10.37 2.75 0.68
35S 6 5.77 2.77 1.81
e Media 5.8 2.15 2.28
DS 2.46 0.65 0.80
1 0.44 0.24 1.13
" 8 2 1.80 0.81 0.43
<o 3 0.80 0.84 0.62
p Media 1.01 0.63 0.73
DS 0.57 0.27 0.29
1 30.92 45 0.78
%o 2 22.04 3.00 0.99
€5 3 25.39 2.57 1.52
3 Media 26.11 3.35 1.09
DS 3.66 0.82 0.31

En el caso de los mitdgenos, como siempre, las células proliferan mas frente a

concanavalina A que frente a fitohemaglutinina en el lote de los animales sanos.

En el lote tratado con la anfotericina B poliagregada formulada en albumina, a
la dosis de 40 mg/Kg/dia, existe una recuperacion de la proliferacion celular frente a
concanavalina A en las células de todos los animales con respecto al grupo control de
infeccion, coincidiendo con su curacién parasitolégica; pero aun no existe tanta
proliferacion como en el lote de los animales sanos. Probablemente haya que esperar

mas tiempo para observar una recuperacion total.
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Frente a fitohemaglutinina de entre los lotes infectados, las células en las que
existe menos inhibicion de la proliferacién celular son las del lote tratado con la
anfotericina B poliagregada formulada en HSA, existiendo IE > 2 en tres de los
animales del lote. En la mayoria de los animales infectados existe ausencia de
proliferacion celular antigeno-especifica, pero en 4 de los animales tratados con

anfotericina B poliagregada el IE es > 2.
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6. TRATAMIENTO EN EL PERIODO SINTOMATICO CON
ANFOTERICINA B POLIAGREGADA LIBRE Y FORMULADA EN
HSA, A LAS DOSIS DE 10 y 20 mg/Kg/dia.

Dado que la anfotericina B de referencia formulada en HSA era muy eficaz a
una dosis muy alta (40 mg/Kg/dia), decidimos probar su eficacia a dosis intermedias
entre la de 2 y 40 mg/Kg/dia. Se eligieron las dosis de 10 y 20 mg/Kg peso/dia, tanto

encapsuladas como libres, a fin de determinar también el grado de toxicidad.

El experimento se disend de la siguiente manera: se infectaron un total de 35
cricetos machos, con 10’ promastigotes de “reciente aislamiento” de la cepa BCN150
de L. infantum, por via intracardiaca. Antes del tratamiento, se formaron grupos
homogéneos de 5-6 animales, segun los sintomas externos y los niveles de
anticuerpos. Los animales sobrantes se emplearon para otros fines. El tratamiento se
realizd, como siempre, los dias 69, 71 y 73 p.i., por via intracardiaca y el sacrificio tuvo

lugar los dias 145 y 146 p.i.
Los lotes de este experimento fueron los siguientes:

Lote 1: Control de infeccion.

Lote 2: Anfotericina B de referencia en estado poliagregado a la dosis
de 10 mg/Kg peso/dia.

Lote 3: Anfotericina B de referencia en estado poliagregado a la dosis
de 10 mg/Kg peso/dia, formulada en microesferas de HSA.

Lote 4: Anfotericina B de referencia en estado poliagregado a la dosis
de 20 mg/Kg peso/dia.

Lote 5: Anfotericina B de referencia en estado poliagregado a la dosis

de 20 mg/Kg peso/dia, formulada en microesferas de HSA.
A lo largo del experimento se murié el animal 4 del lote 1, durante el proceso de

infeccién y los animales 3 de lote 2 y 1 y 3 del lote 4, durante la semana del

tratamiento.
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Tabla 34: Pesos de los animales en gramos a lo largo del experimento, se incluyé un
lote de controles sanos, es decir, no infectados con el parasito.

Pesos de los animales a lo largo del experimento

Semana p.i.

Lote Ani. Pre. 4° 62 82 10 122 14* 16* 18* 20 21°

1 89.3 101 106 109 1136 1158 122 1273 114 101 94
_ e 2 82 94.5 102 104 111.7 110 113 114 110 105 100.6
g Zg 3 78 89 93 93.6 98 99 96 93.7 79 81 77.4
59 5 90 105 111 106 1049 944 81 69 59 59 60.1
o't 6 88 1058 1113 115 1195 118 117 1156 104 92 91.24
Media 85,4 991 104,6 1055 109,5 107.4* 105.8* 103.9* 932* 876* 84.6°

DS 5,2 7,2 7,5 7,8 8,3 10,3 16,9 22,9 234 18,4 16,1

1 96 105.7 115 116 1207 123 124 131 133 131 133

o 2 93 104.8 110 115 1183 1188 126 1344 135 135 135
2 4 89 101.8 1058 108 113.8 109 112 115 118 115 1157
o 5 99 113.3 118 117 120 120 122 1275 129 127  130.5
g 6 88 101.2 107 107 1128 116 115 1219 122 120 120.9
~ Media 93 1054 111.2 1126 1171 1174 119,8 126 1274 1256 127
DS 4.1 4.3 4.6 4.2 3.2 5,3 6 7,7 7,2 8,1 8,3
1 90 97.7 1055 112 1165 115 - 120.3 122 123 1244
2 87 97.7 1057 107 1134 1139 120 1182 122 122 123.2
% 3 86 1029 107 114 118 116 119 124 127 127 1258
T 4 100 1141 120.7 123 128,66 128 131 135.9 139 140 137.9
E’ 5 91 101 1046 110 1172 1165 118 123.1 126 126 1254
e 6 87 98.6 103 107 1123 116 1228 1255 127 121 117.2
Media 90,2 102 107,8 112,2 117,7 117,6 1222 124,5 127,2 126,5 125,77

DS 5,2 6,3 6,5 6 5,8 5,2 5,3 6,2 6,2 7 6,8
2 98.1 108 110 116 116 1143 118 122 127 125 124.2
o 4 4 88.5 1039 1078 1127 118 1164 125 1292 132 130 1315
g _§ 5 73.6 822 86 90 91.2 88 94 100 103 100 101.6
N~ Media 86.7 981 101.2 106.2 108.4 106,2 1123 1171 120,7 118,33 119,11
DS 10.1 11.3 10.8 11.5 12.1 15,8 16,3 15,2 15,5 16,1 15,6

1 95.6 107.7 1148 116 122 120 126 1272 129 129 134

2 91 103.6 1064 1095 112 1116 116.7 1209 121 122 123
% 3 101 89 94.3 93 101 97 100 101.5 104 107 1045
T 4 81 120.2 129.2 128 135 136.5 140 1456 148 149 1494
E’ 5 84 95.8 100 101 107 1044 110 113 117 115 1157
< 6 103 1178 125 125 129 124 1323 137 143 142 139.7
Media 92,6 105,77 1116 1121 117,7 1156 120,8 1242 127,0 127,3 127,77

DS 8,9 12,2 13,9 13,6 13,2 14,2 14,8 16,0 16,5 16,0 16,5
1 95 107 108 114 - 121 120 124 127 125 1238
%o 2 83 96 97.2 102 - 105 106 108.3 112 111 109.8
= 3 88 101 103.4 108 - 113 115 120 123 123  120.6
8 ® Media 88,7 101,3 1029 108 - 113 113,7 1174 120,7 119,7 1181
DS 6 5,5 5,4 6 - 8 7,1 8,2 7,8 7,6 7,3

En el lote control de infeccién, el valor medio de los pesos muestra un aumento

hasta la semana 122 p.i., momento en el cual el peso de los animales comienza a

disminuir con respecto al grupo de los animales sanos (* p< 0.05), con un valor medio al

final del experimento de 84,67 gramos. En los lotes tratados con la anfotericina B a la
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dosis de 10 mg/Kg/dia libre o encapsulada, dosis de 20 mg/Kg/dia encapsulada y en el
grupo de los animales sanos el peso aumenta progresivamente a lo largo del
experimento con valores medios de 127, 125.7, 127.7 y 118.1 gramos respectivamente
en la ultima semana. En el lote tratado con la anfotericina B poliagregada libre a la
dosis de 20 mg/Kg/dia el peso de los animales aumenta hasta la semana 182 p.i. y

luego se mantiene con un valor medio de 119.1 gramos en la ultima semana.
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Tabla 35: Pesos de los 6rganos (bazo e higado) en gramos y carga parasitaria en mg
de organo, determinada mediante el método de la dilucion limite en el dia del sacrificio.

Pesos 6rganos

Amastigotes/mg 6rgano (x 10°)

Lote Animal Bazo Higado Bazo Higado
1 0.77 6.28 1.048 0.204
- 2 0.58 5.72 0.242 180.13
5 3 0.41 5.36 0.296 0.198
=] 5 0.38 4.51 7155 10.38
S€ 6 0.79 6.33 0.262 82.03
- Media 0.58 * 5.64 143.46 54.58
DS 0.17 0.67 286.015 69.83
1 0.57 7.77 0.00409 0.000329
o 2 0.36 6.92 0.000016 0.000152
2 4 0.42 5.79 0.000034 0.000178
o 5 0.30 7.37 0.0000026 0.0000093
g 6 0.17 5.60 0.000000375 0
= Media 0.36 * 6.69 * 0.000828 * 0.000133 *
DS 0.13 0.85 0.00163 0.000121
1 0.41 7.10 0.001024 0.0047
2 0.54 6.68 0.00028 0.00016
pS 3 0.42 6.84 0.0000384 0.000568
T 4 0.46 8.91 0.0000698 0.000284
g 5 0.50 6.69 0.000614 0.00104
= 6 0.70 5.68 0.00409 0.000622
Media 0.50 * 6.98 * 0.00102 * 0.001229 *
DS 0.09 0.96 0.00141 0.00157
2 0.31 6.04 0.000085 0.000039
o g 4 0.24 6.70 0.0000106 0.000157
g S 5 0.49 4.99 0.0098 0.000174
N Media 0.34* 5.91 0.00329 * 0.000123 *
DS 0.10 0.70 0.00459 0.00006
1 0.72 6.5 0.00409 0.00209
2 0.15 6.79 0 0.00000119
p>S 3 0.41 4.54 0.00017 0.00032
T 4 0.35 9.10 0.000012 0.0000027
g 5 0.31 6.64 0.000000666 0.000167
S 6 0.38 7.75 0.000006 0.0000217
Media 0.38* 6.88 * 0.000713 * 0.000433 *
DS 0.17 1.37 0.00151 0.000749
1 0.10 6.33 - -
S o 2 0.09 5.62 - -
€S 3 0.08 5.60 - -
3 ® T Media 0.09 5.85 - -
DS 0.008 0.33 - -

En todos los lotes infectados existe una marcada esplenomegalia con respecto
al grupo de los animales sanos (* p< 0.05). Sin embargo, la esplenomegalia es menor
en todos los lotes tratados con anfotericina B, siendo, de entre ellos, el lote tratado con
la anfotericina B poliagregada encapsulada a la dosis de 10 mg/Kg/dia el que presenta

bazos de mayor peso. En cuanto al higado, existe aumento de peso en los lotes
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tratados con la anfotericina B poliagregada a la dosis de 10 mg/Kg/dia libre,
encapsulada y a la dosis de 20 mg/Kg/dia encapsulada (* p< 0.05). En la mayoria de
los 6rganos el aspecto era mejor que en el lote control de infeccion, aunque en el
tratado con la dosis de 20 mg/Kg/dia libre, el aspecto era necrosado y blanquecino,

probablemente debido a su mayor toxicidad.

Tabla 36: Porcentaje de reduccion de la carga parasitaria de todos los lotes respecto
al control de infeccion, tanto en bazo como en higado.

% REDUCCION DE LA CARGA PARASITARIA
RESPECTO AL CONTROL INFECCION

Bazo Higado
10 mg libre 99 * 99 *
10 mg HSA 99 * 99 *
20 mg libre 99 * 99 *
20 mg HSA 99 * 99 *

* p< 0.01

En todos los lotes tratados con anfotericina B poliagregada existe una gran
disminucion en el numero de parasitos tanto en bazo como en higado con respecto al
control de infeccion (* p< 0.01). Sin embargo, no se llega la curacién total de los
animales, como ocurria con la dosis de 40 mg/Kg/dia. Hay que tener en cuenta que en
el lote tratado con la anfotericina B poliagregada libre a la dosis de 20 mg/Kg/dia
murieron 2 animales en el momento del tratamiento, mientras que en el lote tratado
con la misma dosis de anfotericina B poliagregada formulada en HSA esto no ocurrio,
y todos los animales sobrevivieron hasta el final del experimento, con lo cual se
confirma nuestra teoria de que las microesferas de albumina son buenas porque
permiten la encapsulacion de dosis altas de principio activo con ausencia de toxicidad

y por lo tanto, se consigue una mayor eficacia.
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Control infeccién .
12 - 1 1,2 - 1 10 mg libre
1 1 {82
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Figura 30: Niveles individuales de IgG, frente a antigeno de la cepa LEM75,
determinados mediante ELISA indirecto. D.O.: D.O. p-D.O. n. Lote 1: control de
infeccion; Lote 2: anfotericina B 10 mgq libre; Lote 3: anfotericina B 10 mg formulada en
HSA; Lote 4: anfotericina B 20 mg libre; Lote 5: anfotericina B 20 mg formulada en

HSA.
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Valores medios IgG

1,4 -
Control infeccién

1,2 - —8— 10 mg libre
—8—10 mg HSA
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—8—20 mg HSA
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0,0 i | =T T 7\ T T T T T T T T T T T T T T T 1
12 3 45 6 7 8 910111213141516 17 18 19 20 21
Semana p.i.

Figura 31: Niveles medios de IgG, frente a antigeno de la cepa LEM75, en todos los
lotes, determinados mediante ELISA indirecto. D.O.: D.O. p-D.O. n. La flecha indica la
semana del tratamiento.

La gréfica de los valores medios de IgG muestra que en todos los lotes tratados
con anfotericina B existe un descenso o estabilizacion en los niveles de esta
inmunoglobulina a partir de la semana del tratamiento (* p< 0.05), siendo este descenso
ligeramente mayor en el lote tratado con la anfotericina B poliagregada encapulada a
la dosis de 20 mg/Kg y en el lote tratado con la anfotericina B poliagregada libre a la

dosis de 10 mg/Kg.
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AN6 ANS5
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6.7 —
6.7 —
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Control de infeccion Anfotericina B 10 mg libre
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124 —
101 —
55 .
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29 —
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6.7 —
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Anfotericina B 10 mg HSA

Figura 32: Perfiles de reconocimiento antigénico, determinados mediante western-blot
frente a antigeno de la cepa LEM75. Lote 1: control de infeccion; Lote 2: anfotericina B
10 mg libre; Lote 3: anfotericina B 10 mg formulada en HSA.

En el lote control de infeccién se observan bandas de 16-18, 25, 30, 35, 40, 55,
70, 80-90, 105, 115 y 125 KDa. En el lote tratado con anfotericina B poliagregada libre

a la dosis de 10 mg/Kg/dia predominan la banda de 55 KDa que desaparece después
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del tratamiento, y las de 70, 80-90 y 105 KDa. En aquellos animales tratados con la
misma dosis de anfotericina B encapsulada, observamos las bandas de 40, 50 y 55
KDa que desaparecen después del tratamiento, las 80-90 KDa que es mas débil que
en otras ocasiones y la de 115 KDa que aparece muy débilmente en las ultimas

semanas.

AN2
kDa

208 —

124 —

101 —

55 ——

36 —

29 —

21 —

6.7 —

-12345678910111213 14151617 18 19 20 21
Anfotericina B 20 mg libre
AN5

kDa

208 —

124 —

101 —

55

36 —

29 —

21 —

6.7 —
-12345678910111213 141516 17 18 19 20 21

Anfotericina B 20 mg HSA
Figura 33: Perfiles de reconocimiento antigénico, determinados mediante western-blot

frente a antigeno de la cepa LEM75. Lote 4: anfotericina B 20 mg libre; Lote 5:
anfotericina B 20 mg formulada en HSA.
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En el grupo de animales tratado con la anfotericina B poliagregada libre a la
dosis de 20 mg/Kg/dia se observan bandas de 55, 70, 80-90, 115, 125 y 150 KDa. En
el lote tratado con la misma dosis encapsulada encontramos las bandas de 16-18
KDa, la de 30, que desaparece, la de 55, que se hace menos intensa unas semanas

después del tratamiento, 70, 80-90, 115 y 125 KDa, al final del experimento.

Determinacion de inmuncomplejos en riidn.

En este experimento, al igual que en el que se empled la dosis de 40 mg/Kg
peso/dia, también decidimos realizar la determinacion de los inmunocomplejos en
rindn, para comprobar si existia disminucion en este pardmetro como consecuencia de

la alta eficacia conseguida.

Valores medios inmunocomplejos en rifidon
0,9

0,8
0,7
0,6 -
0,5
0,4 -
0,3
0,2 -
0,1 1

D.O.

Control 10 mg libre 10 mg HSA 20 mg libre 20 mg HSA
infeccion

Figura 34: Valores medios de los inmunocomplejos en el dia del sacrificio, expresados
en densidades opticas. D.O.: D.O. p-D.O. n.

En esta grafica se observa que en los lotes tratados con anfotericina B de
referencia poliagregada a la dosis de 10 mg/Kg/dia, tanto libre como encapsulada, y
en el lote tratado con la anfotericina B de referencia poliagregada a la dosis de 20
mg/Kg/dia encapsulada existen menos inmunocomplejos a nivel renal que en el lote

control de infeccion. En el lote tratado con la anfotericina B de referencia poliagregada
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a la dosis de 20 mg/Kg/dia libre no se aprecia casi disminucion y esto podria ser
debido, posiblemente, a la mayor toxicidad de esta preparacion.

Tabla 37: Porcentaje de la subpoblacién linfocitaria CD4+ en bazo, el dia del sacrificio
(145 p.i.). También se determinaron en los controles de cricetos sanos.

Lote Animal % CD4+ Lote Animal % CD4+
1 20,06
2 24,72
3 34,98 2 9,44
Control. 5 44,20 20 mg libre 4 9,48
6 25,31 5 9,67
Media 29,85 Media 953 *
DS 9,68 DS 0,12
1 5,93
1 10,83 2 23,96
2 9,39 3 10,70
. 4 7,24 4 12,04
10 mg libre 5 9.28 20 mg HSA 5 1016
6 13,23 6 11,69
Media 9,99 * Media 1241 *
DS 2,22 DS 6,07
1 7,06
2 7,58
3 9,88
4 11,28 1 18,64
10 mg HSA 5 12,54 Control sano 2 22,80
6 6,85 3 25,04
Media 9.20 * Media 22,16
DS 2,39 DS 3,25

En este caso, se produce un ligero aumento de la poblacion CD4+ en el lote
control de infeccion con respecto al sano, debido a que en dos animales del lote
existen porcentajes mas altos de células CD4+, coincidiendo con sus mayores niveles
de anticuerpos durante todo el experimento. En todos los lotes tratados con la
anfotericina B poliagregada existe una disminucién de la subpoblacion CD4+ con
respecto al lote control de infeccion (* p< 0.05), independientemente de la dosis, al igual

que ocurria con la dosis de 40 mg/Kg/dia.
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Tabla 38: Indices de estimulacion correspondientes a las pruebas de linfoproliferacion
in vitro frente a mitégenos (concanavalina A y fitohemaglutinina) y antigenos (LEM75 y
BCN150) en bazo, el dia 145 p.i. Se consider6 que habia existido proliferacion cuando
IE> 2.

Indices de estimulacién (IE)

Mitégenos Antigenos

Lote Animal Con A Fitoh. LEM75 BCN150
1 1.30 1.00 1.09 0.77
c 2 1.32 1.71 1.33 0.99
5o 3 1.59 0.31 0.62 0.35
€8 5 1.57 0.82 1.42 0.35
S€ 6 1.51 1.50 2.12 2.01
= Media 1.46 1.07 1.31 0.89
DS 1.07 0.56 0.55 0.68
1 4.21 1.90 1.57 2.53
o 2 2.68 2.61 0.84 1.94
S 4 3.33 1.32 1.38 1.91
> 5 6.9 2.74 0.87 1.39
E 6 6.66 1.81 3.29 3.29
- Media 4.76 2.07 1.59 2.21
DS 1.93 0.52 1.00 0.64
1 6.35 1.94 2.84 1.34
2 2.94 1.80 3.04 2.91
= 3 6.03 1.99 2.54 4.65
T 4 5.25 1.36 2.70 1.37
g 5 3.70 1.57 3.32 2.62
° 6 5.21 3.28 1.52 1.44
Media 4.91 1.99 2.66 2.38
DS 1.33 0.67 0.56 1.18
2 7.10 1.87 1.77 1.66
oo 4 6.98 1.00 2.92 3.72
Es 5 6.54 3.17 3.24 2.72
= Media 6.87 2.01 2.64 2.70
DS 0.29 1.09 0.63 1.03
1 5.90 3.31 2.51 2.65
2 5.70 3.78 2.93 1.51
- 3 4.88 2.91 2.80 2.82
T 4 7.23 2.73 2.80 2.80
£ 5 8.05 2.82 2.62 2.60
S 6 5.91 4.32 4.00 1.76
Media 6.28 3.31 2.94 2.35
DS 1.15 0.57 0.49 0.52
1 24.31 6.16 1.88 1.37
3o 2 29.62 2.70 2.02 1.35
5 3 22.12 9.09 0.58 1.17
3 Media 25.35 5.96 1.49 1.30
DS 3.86 3.20 0.79 0.11

En todos los lotes tratados con la anfotericina B poliagregada encapsulada o

no, existe un aumento de la proliferacion celular frente a concanavalina A, con
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respecto al lote control de infeccion, coincidiendo con el gran descenso de la carga
parasitaria producido en dichos lotes. Sin embargo, dicho aumento no llega a alcanzar
los valores de las células de los animales sanos, debido probablemente a que aln
existen algunos parasitos en bazo e higado. Frente a fitohemaglutinina, existe
proliferacion celular en todos los animales del lote tratado con la anfotericina B
poliagregada encapsulada a la dosis de 20 mg/Kg/dia, pero solamente se observa
proliferacion en 2 animales del lote tratado con la anfotericina B poliagregada libre a la
dosis de 10 mg/Kg/dia, en un animal del lote tratado con la anfotericina B poliagregada
encapsulada a la dosis de 10 mg/Kg/dia y en un animal del lote tratado con la
anfotericina B poliagregada libre a la dosis de 20 mg/Kg/dia. En el caso de los
antigenos, existe proliferacién en un mayor nimero de animales en los lotes tratados
con la anfotericina B poliagregada encapsulada, sobre todo al emplear la cepa LEM75.
Por lo tanto, a estas dosis, ademas de recuperar la proliferacion frente a
concanavalina A, también se consigue reestablecer la inmunidad mediada por células

antigeno-especifica, tal y como ocurria al emplear la dosis de 40 mg/Kg/dia.
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7. EFECTO DE LA ANFOTERICINA B POLIAGREGADA
FORMULADA EN HSA, SOBRE LA POBLACION CD4+
ESPLENICA EN CRICETOS SANOS.

En las dos ultimas pruebas se ha observado un descenso en el porcentaje de
células CD4+, al emplear las dosis de 10, 20 y 40 mg/Kg/dia de anfotericina B
poliagregada encapsulada en microesferas de HSA. Por ello, a fin de comprobar una
posible accién directa de la anfotericina B sobre esta poblacion linfocitaria, se disend
una prueba adicional con animales no infectados. Asi mismo, se midi6 la expresiéon de
citoquinas mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real, tal y como se indica mas
adelante (apartado 9). Para ello se dispusieron 3 lotes homogéneos de cricetos

machos:

Lote 1: Anfotericina B de referencia en estado poliagregado, a la dosis
de 2 mg/Kg peso/dia, formulada en microesferas de HSA.

Lote 2: Anfotericina B de referencia en estado poliagregado, a la dosis
de 40 mg/Kg peso/dia, formulada en microesferas de HSA.

Lote 3: Controles sanos, sin tratamiento.
La administracion se efectud en los dias 69, 71 y 73. La mitad de los animales
fueron sacrificados el dia 76 (dia 3 post-tratamiento) y la otra mitad el dia 145 (dia 72

post-tratamiento).

En este experimento murieron los animales 7 y 8 del lote 1 y el 6 del lote 2,

antes de la finalizacion del mismo.
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Tablas 39 y 40: Porcentaje de la subpoblacion CD4+ el dia 76 p.i. (3 p.t.) y el dia 145

p.i. (72 p.t.)..
Dia 76 p.i. (3 p.t.) Dia 145 p.i. (72 p.t.)
Lote Animal % CD4+ Animal % CD4+
1 34,20 6 39,49
2 34,52 - -
2 mg/Kg 3 34,55 - -
4 37,67 9 36,23
5 30,53 10 48,54
Media 34.29 * Media 41.42 **
DS 2,53 DS 5.20
1 34,49 - -
2 39,08 7 28.02
40 mg/Kg 3 38,92 8 36,25
4 29,97 9 26,70
5 16,24 10 14,21
Media 31.74* Media 26.29 *
DS 9,44 DS 7.87
1 50,33 5 31,15
2 4515 6 34,67
Control 3 36,61 7 32,61
4 33,39 - -
Media 41.37 Media 32,81
DS 6.72 DS 1,77

Tanto en el dia 3 p.t. como en el dia 72 p.t. a la dosis de 40 mg/Kg/dia, se
produce un descenso en la proporcion de linfocitos CD4+ esplénicos (* p< 0.05). Sin
embargo, esta proporcion se incrementa a los 72 dias p.t. a la dosis de 2 mg/Kg/dia,

con respecto a los animales controles (** p< 0.05).
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9. TRATAMIENTO EN EL PERIODO SINTOMATICO CON
ANFOTERICINA B POLIAGREGADA, FORMULADA EN ACIDO
POLILACTICO-CO-GLICOLICO. COMPARACION CON
FUNGIZONA®.

En esta prueba decidimos probar otros polimeros alternativos a la albumina

sérica humana (HSA).

Decidimos probar las microesferas de Acido Polilactico-co-glicélico (Polilactato-
co-glicolato). Se probaron dos tipos de Polilactatos diferentes: Resomer® RG-502
(PLGA RG-502) y Resomer® RG-503 (PLGA RG-503) (Boehringer Ingelheim Pharma
K.G.). De nuevo se introdujo la anfotericina B de referencia en estado poliagregado a
la dosis de 2 mg/Kg peso/dia, con fines comparativos. También incluimos un lote

tratado con microesferas de PLGA vacias, en concreto las de PLGA RG-502.

Hasta ahora en ninguna prueba habiamos incluido ningun lote tratado con
anfotericina B de marca comercial registrada y por eso, incluimos un lote tratado con
Fungizona®. Para este experimento, por lo tanto, se emplearon lotes homogéneos de
5-6 cricetos machos que fueron infectados por via intracardiaca con 10’ promastigotes
de “reciente aislamiento” de la cepa BCN150 de L. infantum. Los lotes fueron los

siguientes:

Lote 1: Control de infeccion.

Lote 2: Anfotericina B de referencia en estado poliagregado, formulada
en microesferas de Polilactato-Glicolato (PLGA) RG-502.

Lote 3: Anfotericina B de referencia en estado poliagregado, formulada
en microesferas de PLGA RG-503.

Lote 4: Microesferas de PLGA RG-502 vacias.

Lote 5: Anfotericina B comercial, Fungizona®.
El tratamiento se realizé en el periodo sintomatico de la enfermedad los dias

69, 71 y 73 p.i., por via intracardiaca y el sacrificio de los animales los dias 145-146

p.i.
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Durante el proceso de infeccion o durante la semana del tratamiento murieron
los animales 1y 5 del lote 1, el 4y 5 del lote 2, el 3y 5 del lote 3,el 2, 5y 6 del lote4y
el 1, 3y 5 del lote 5.

Tabla 41: Pesos de los animales en gramos a lo largo del experimento, se incluyé un
lote de controles sanos, es decir, no infectados con el parasito.

Pesos de los animales a lo largo del experimento
Semana p.i.
Pre. 32 52 72 10 132 152 172 192 212
2 946 135 1402 1126 93 78 618 725 67.8 66.05

-
o)
-
(1}
>
=2

56 3 91.2 124 1365 138 144 1227 93 91.2 79 80.6
"E' g 4 84.1 1256 1385 130 148 153 144 1353 118.2 1164
8 ..ﬂc_’ 6 67 113 1199 128 131 1319 1115 1094 87 72.4
= Media 84.2 124.2 133.8 125.9* 129* 121.4* 102,6* 102,1* 88* 83,9*
DS 10.6 7.8 8.1 9.3 21.7 27.3 344 268 21,6 22,5

1 86 128 1332 138 142 1572 1574 159 116.8 96.6

% 2 91.1 128 133 141 134 116 88 83 725 742
L) 3 96 142 148 151 146 1548 156.2 162 163  159.8
o 6 79 125 1394 144 154 161 165 172 1743 165.7
g 7 82.1 115 1305 141 134 1318 133.8 1394 1406 1347
& Media 86.8 127.6 136.8 143 141.2 144,2* 140,1* 143,17 133,4* 126,2*
DS 6.1 8.6 6.3 4.4 7.6 194 31,4 356 40,6 39,8

1 849 1286 137 133 131 132.2 1282 125 97.7 91.69

L) 2 98 141 1448 138 135 1119 884 88 97.8 82.23
::: P 4 79.9 127 1292 1396 156 1639 177.8 1839 1816 1794
ow 6 75.8 113 1156 1262 132 1428 130.6 1317 90.8 91.75
T Media 84.6 1274 1316 134.2 138.5 1377+ 131.2* 132.2* 117* 111,3*

DS 8.3 9.9 10.8 5.2 10.2 187 31.6 34.2 43,2 456
1 83 128 138.7 138 132 97.7 854 84 71 79.3
3 96.3 134 137 150 156 150 1315 112 88 85.5
87.2 128 1373 1473 168 161.3 140.8 123.7 932 94.85
Media 88.8 130 137.6 148.6 148.6 136,3* 119,2* 106,6* 84,1 86,6*
DS 5.5 2.8 0.7 8.2 11.8 339 29,7 204 11,6 7,8
2 95 136 149 158 96 84 75 73 66.4 69.40
4 83.4 130 1213 122 131 150.6 133 100 76 79.2
81.8 137 1372 143 162 179 172 156  137.1  140.0
Media 86.7 134.3 135.8 141 129.6* 137.8* 126.6* 109.6* 93.1* 96,2*
DS 5.9 3.1 11.3 147 269 398 398 346 31.3 382
1 86.1 120 139 1372 145 153 152 157  159.2 158.3
2 93 123 1288 133 142 152 150 157 156.8 156.6
3 80.4 117 126 127 133 144 143 146 152.7 150.7
4 85.1 128 135 1408 146 157 158 164 1676 163.8
Media 86,2 122 132,2 1345 1415 1515 1508 156 1591 1574
DS 5,2 4,7 5,9 5,9 5,9 5,4 6,2 7,4 6,3 5,4

PLGA RG-
502 vacias
H

Fungizona
o

Control sano
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En el grupo de los animales sanos se observa un aumento progresivo del peso
a lo largo de todo el experimento, cosa que no ocurre en los lotes infectados con L.
infantum, ya que en el lote control de infeccion los valores medios muestran que existe
un aumento de peso hasta la semana 132 p.i., con posterior disminuciéon con respecto
al grupo sano (* p< 0.05), con un valor medio de 83.9 gramos. Esto también ocurre en
los dos lotes tratados con la microesferas de PLGA RG-503 (* p< 0.05), con valores
medios de peso en la ultima semana de 111.3 gramos. En el lote tratado con las
microesferas de PLGA RG-502 el peso aumenta hasta la semana 172 y a partir de ahi
disminuye (* p< 0.05), con valores medios de 126.2 gramos en la Ultima semana. En el
lote tratado con las microesferas de PLGA RG-502 vacias el peso de los animales
aumenta hasta la semana 102 p.i. y a partir de ahi disminuye con valores medios de
86.6 gramos en la ultima semana (* p< 0.05). Por ultimo, en el lote tratado con
Fungizona® el peso aumenta hasta la semana 72 p.i., en la semana del tratamiento
disminuye para luego volver a aumentar hasta la semana 132 p.i y luego volver a

descender (* p< 0.05), hasta valores de 96.2 gramos en la Ultima semana.
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Tabla 42: Pesos de los 6rganos (bazo e higado) en gramos y carga parasitaria en mg
de o6rgano, determinada mediante el método de la diluciéon limite, en el dia del

sacrificio.
Pesos 6rganos Amastigotes/mg érgano (x 10°)
Lote Animal Bazo Higado Bazo Higado
2 0.62 5.28 0.898 0.173
55 3 1.14 6.83 1.57 11.1
a'é g 4 1.05 7.62 0.209 0.035
S ..uc_a 6 0.61 5.66 33.55 0.527
= Media 085* 6.34 * 9.05 2.95
DS 0.24 0.93 14.14 4.7
1 1.21 7.44 3.87 4.12
% 2 0.80 6.68 8.38 0.065
) 3 0.93 10.51 0.00189 0.0367
o 6 1.30 9.98 0.046 0.00025
g 7 0.21 7.36 0.00136 0.000037
i Media 0.89 * 8.39 245* 0.844 *
DS 0.38 1.54 3.31 1.63
1 0.63 6.63 0.838 0.065
) 2 0.72 6.19 2.51 0.137
°<‘ P 4 0.66 10.89 0.0027 0.00093
ow 6 0.76 7.44 8.38 8.52
T Media 0.69 * 7.78 2.93* 2.18
DS 0.050 1.84 3.27 3.66
Lo 1 0.85 7.14 6.42 2767.2
2 S 3 1.35 6.36 5.21 0.156
<9 4 1.19 7.53 12.58 1451.8
S o Media 1.13* 7.01 8.07 1406.38
a0 DS 0.20 0.48 3.22 1130.09
© 2 0.67 5.69 9370.9 1365.3
S 4 0.92 5.86 4585.45 364137.9
%‘, 6 1.32 10.33 805.31 0.328
5 Media 0.97 * 7.29 4920.55 121834.5
L DS 0.26 2.14 3504.9 171335.2
° 1 0.13 7.63 - -
S 2 0.14 8.71 - -
% 3 0.15 8.10 - -
= 4 0.23 7.40 - -
s Media 0.16 7.96 - -
© DS 0.039 0.50 - -

En todos los animales infectados con el parasito existe una marcada

esplenomegalia (* p< 0.05). En cuanto a los higados, los pesos son menores en el lote

control de infeccidn, con respecto a los animales sanos (* p< 0.05).
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Tabla 43: Porcentaje de reduccion de la carga parasitaria de todos los lotes respecto
al control de infeccién, tanto en bazo como en higado.

% REDUCCION DE LA CARGA PARASITARIA
RESPECTO AL CONTROL INFECCION

Bazo Higado
RG-502 72.92* 71.38 *
RG-503 67.62 * 26.1
RG-502 vacias 10.82 Exacerba la infeccion
Fungizona® Exacerba la infeccién Exacerba la infeccion

* p<0.05

La Fungizona® no produce ninguna eficacia. En cuanto a las formulaciones de
PLGA, la RG-502 presenta una mayor eficacia (* p< 0.05), que la RG-503 sobre todo en
higado, sin embargo, no se llegan a alcanzar la eficacias de mas del 90% que
conseguiamos con las microesferas de albumina sérica humana y si tenemos en
cuenta los valores individuales en muchos animales no existe reduccion de la carga

parasitaria en ese momento del sacrificio.
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12 Valores medios IgG

Control infeccién
—@— PLGA RG-502
1 PLGA RG-503
—@— PLGA RG-502 vacias +
—&— Fungizona

0 Bl V T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Semana p.i.

Figura 35: Niveles medios de IgG, frente a antigeno de la cepa LEM75, en todos los
lotes, determinados mediante ELISA indirecto. D.O.: D.O. p-D.O. n. La flecha indica la
semana del tratamiento.

A pesar de que en los lotes tratados con microesferas de PLGA conteniendo
anfotericina B existia reduccién de la carga parasitaria, no se observan diferencias
significativas en los niveles medios de IgG entre los distintos lotes a partir de la

semana del tratamiento (10? p.i.).

No se muestran los western-blots, ni los datos de respuesta celular porque no
aportan gran informacién. Solamente en algunos animales tratados con la

microesferas de PLAG existe proliferacion frente a concanavalina A.

176



Resultados

9. PUESTA A PUNTO DE UNA TECNICA DE PCR
CUANTITATIVA A TIEMPO REAL PARA LA DETERMINACION
DE CITOQUINAS Y CARGA PARASITARIA EN CRICETO.

9.1. Determinacion de citoquinas.

Como ya se ha indicado anteriormente, uno de los objetivos de este trabajo era
la puesta a punto de métodos para la determinacién de citoquinas, dada la ausencia
de reactivos comerciales en criceto. La técnica elegida fue la RT-PCR cuantitativa a

tiempo real.

Esta técnica permite realizar ensayos de expresion génica, que se puede medir
mediante la cuantificacion de cDNA, obtenido a partir de RNA mensajero
correspondiente al gen de estudio, en relacion con una muestra de referencia
(“calibrator sample”) que sirve como referencia fisioldgica. En un experimento tipico,
los niveles de expresién génica se estudian para ver el efecto de un tratamiento sobre
células de cultivo, de pacientes o de un tipo de tejido. La muestra de referencia
(“calibrator sample”) en cada caso es el cDNA de unas células no tratadas o de un
tejido especifico. Ademas, todas las cuantificaciones se normalizan con relacién a un
gen control endogeno (“housekeeping”), es decir, un gen que siempre se expresa,
para evitar la variabilidad en la concentracion inicial y calidad del RNA y en la
eficiencia de conversion de la reaccion de transcripcion reversa. Por otro lado, también
es necesario incluir otro control (“NTC: Non Template Control”) en el que no se incluye
material genético, para comprobar que no haya contaminaciones o reacciones

inespecificas.

El que el proceso se realice a tiempo real significa que la cuantificacion se hace
durante el propio proceso de amplificacion y esto es asi porque, por la propia cinética
de la reaccién, llega un momento en el que cuando faltan reactivos no se amplifica
mas. Se define asi Ct como el primer ciclo de amplificacion donde se detecta la sefal
y es en esa zona donde se realiza la cuantificacion. Es necesario emplear tubos

6pticos o placas de 96 pocillos especiales para evitar interferencias.
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En nuestro caso, para la amplificacion hemos empleado el reactivo comercial
SYBR® Green | Dye (Applied Biosystems). La deteccion directa del producto de PCR
es monitorizada midiendo el incremento de fluorescencia causado por la unién del
SYBR Green Dye a la doble cadena del DNA. Lo que se registra es el segmento de
fluorescencia frente al numero de ciclos y es necesario convertir la fluorescencia en
concentracién de DNA. Para ello lo que se hace es una representacion logaritmica del
segmento y se determina el Ct que coincide con el centro de la pendiente que se

forma entre el inicio y la zona lineal (ejemplos en las figuras 38, 41, 43 y 45).

Para hacer los calculos se pueden comparar los Ct entre el gen problema vy el
gen enddgeno si las rectas de Ct y log[DNA] son paralelas entre los dos genes. En
ese caso, se emplea el método matematico del AACt que es un formula matematica
muy compleja. Para facilitar el calculo, la casa comercial (Applied Biosystems) dispone

de hojas de calculo en formato Excel.

Pero si las dos rectas no son paralelas se debe realizar una curva estandar con
distintas diluciones de DNA (ejemplos en las figuras 37, 40, 42 y 44). En este caso las
muestras problema expresaran un numero determinado de copias y el aparato, una
vez hecha la curva, interpolara los datos en ella. Para realizar los calculos se divide la
cantidad de producto del gen problema entre la cantidad de producto del gen
endogeno y posteriormente se refiere al “calibrator sample”. Mas adelante veremos un

ejemplo.

En nuestro caso, hemos puesto a punto la técnica para determinar la expresion
génica de las siguientes citoquinas: IL-4, IFN-y y TGF-B, empleando como gen
endogeno el HPRT (Hipoxantina fosforribosiltransferasa). En el apartado 27 del
capitulo de Material y Métodos ya se ha detallado como se disefiaron los cebadores a
partir de las secuencias cDNA para cada citoquina publicadas en el GeneBank por
Melby y col. en 1998, asi como las condiciones de la PCR (concentraciones, ciclos,

temperaturas, etc).

Para la realizacion de esta técnica es necesario obtener un solo producto de
amplificacion y para obtener las condiciones 6ptimas se realizaron en un primer lugar
PCRs convencionales. Los productos de amplificacion obtenidos con las parejas de

cebadores elegidos se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 3% y se
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visualizaron mediante bafo en Bromuro de Etidio. Dichos geles se muestran a
continuacion y en ellos se puede observar que efectivamente solo existe un producto

de amplificaciéon y su tamano:
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Figura 36: Geles correspondientes a los productos de amplificacién para los genes:
HPRT, IL-4, IFN-y y TGF-B. El gel A muestra un producto de amplificacion de 91 Kb
para HPRT con dos muestras (1 y 2) de DNA gendémico de criceto. El gel B muestra
los productos de amplificacion para IL-4 (1) y IFN-y (2) a partir de DNA gendémico de
criceto con tamarios de 72 y 68 Kb respectivamente. Por dltimo, el gel C muestra el
producto de amplificacion para TGF-p a partir de 2 muestras de DNA genbémico de
criceto (1 y 2) con un tamario de 57 Kb.

Una vez fijadas las condiciones de trabajo se procedié a realizar la PCR
cuantitativa. En las siguientes imagenes se muestran ejemplos de la curvas

estandares de DNA gendmico asi como de los ciclos de amplificacion.
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Figuras 37 y 38: Ejemplos de curva estandar de DNA genomico de criceto y de
representacion grafica de los ciclos de amplificacion para el gen HPRT. En la figura
superior se observan dos puntos rojos que corresponden a dos muestras de cDNA que
caen dentro de la curva (puntos negros).

Ademas, para confirmar que solo existia un producto de amplificacion se
realizaron las curvas de disociacion de los cebadores, que son graficas que muestran
datos de los amplicones de cada muestra sometida a la PCR cuantitativa en las que se
representan los cambios en la fluorescencia frente a la temperatura. Esto sirve para
ver productos no especificos, como dimeros de cebadores que pueden afectar a la
calidad de los datos de amplificacion. Los dimeros de cebadores son mas probable

que aparezcan en la muestras NTC o en pocillos con baja concentracién de muestra.
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coen Figura 39: Ejemplo de
curva de disociacioén para
el gen endogeno HPRT.
Efectivamente, existe un
solo producto de
amplificacién y no hay
productos inespecificos.
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A continuacion se muestras ejemplos para los demas genes:
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Figuras 40 y 41: Ejemplos de curva estandar de DNA genomico de criceto y de
representaciéon grafica de los ciclos de amplificacion para IL-4. En la figura superior se
observan varios puntos rojos que corresponden a muestras de cDNA.
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Figuras 42 y 43: Ejemplos de curva estandar de DNA gendémico de criceto y de
representacion grafica de los ciclos de amplificacion para IFN-y. En la figura superior
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se observan varios puntos rojos que corresponden a muestras de cDNA.
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Figuras 44 y 45: Ejemplos de curva estandar de DNA gendmico de criceto y de
representacion grafica de los ciclos de amplificacion para TGF-B. En la figura superior
se observan varios puntos rojos que corresponden a muestras de cDNA.

Figura 46: Ejemplo de

70

80
80.6

%

curva de disociacion para
el gen TGF-p.
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Para comprobar la utilidad de la técnica se determind la expresion de
citoquinas en muestras de cDNA correspondientes al experimento de puesta a punto
del modelo y a algunos experimentos farmacolédgicos. Por cuestiones econémicas y de
tiempo no fue posible realizar estas pruebas en todos los experimentos realizados en
este trabajo. Pero lo importante es que se ha logrado poner a punto y se podra
emplear en futuros ensayos en cricetos afectados de leishmaniasis visceral, aportando

mas datos sobre la respuesta inmune en este modelo.

9.1.1. Medida de la expresion de citoquinas en linfocitos esplénicos,
correspondiente a la puesta a punto del modelo experimental en criceto

(experimento 1.1).

En este experimento existian dos lotes de cricetos, | y Il, infectados con 10° y
10" promastigotes de L. infantum respectivamente, que se sacrificaron el dia 154 p.i.
En el dia del sacrificio se extrajo el RNAm de los linfocitos de bazo de cada uno de los

animales y posteriormente 150 ng del mismo se transformaron en cDNA.

Cuando el aparato realiza el analisis, aporta una serie de datos, como el Ct vy,
en el caso de que se haya hecho curva estandar de DNA, la cantidad de producto
amplificado en cada caso, que ha sido interpolada en la curva. En nuestro caso
siempre hemos realizado curvas estandar de DNA, por lo que a la hora de hacer los
calculos no es necesario emplear la formula matematica del AACt, sino que los
calculos son mucho mas sencillos. El analisis se ha realizado en placas especiales de

96 pocillos y un ejemplo de los calculos matematicos seria el siguiente:
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Tabla 44: Ejemplo de resultados para el calculo matematico. Cada muestra va por
duplicado.

Pocillo Nombre de la muestra Ct Cantidad
A1 HPRT 40 0
A2 HPRT 40 0
A3 IL-4 40 0
Ad IL-4 40 0
B1 1 HPRT 29.17 773.54
B2 1 HPRT 29.15 773.54
B3 2 HPRT 31.56 276.48
B4 2 HPRT 31.60 276.48
B5 11L-4 34.01 10933.61
B6 11L-4 34.07 10933.61
B7 2I1L4 29.21 31734.50
B8 2I1L4 29.25 31734.50

Los pocillos A1 y A2 (duplicados) y A3 y A4 (duplicados) corresponden a las
muestras control NTC (sin material genético). Su valor de Ct ha de ser 40 para
considerar que no hay ninguna contaminacion, ni dimeros de cebadores. Los pocillos
B1 y B2 corresponden a la expresion del gen endégeno en la muestra de referencia
(“sample calibrator”) y los pocillos B5 y B6 corresponden a la expresion del gen para
IL-4 en la misma muestra. Los pocillos B3 y B4 corresponden a la expresion del gen
enddégeno en una muestra problema y los pocillos B7 y B8 corresponden a la
expresion del gen para IL-4 en la misma muestra. Para realizar los calculos en este

caso no son necesarios los Ct.

Lo que se hace es dividir la cantidad de B5-B6 (IL-4) entre la de B1-B2 (HPRT)
y la de B3-B4 (IL-4) entre la de B7-B8 (HPRT), es decir: 10933.61/773.54= 14.13 y
31734.50/276.48= 114.78. Al valor 14.13, que es el de la muestra de referencia
(“sample calibrator”), se le asigna el valor de 1 y a partir de ahi se hace una regla de
tres de manera que si 14.13 es igual a 1, entonces 114.78, que es el valor obtenido
con la muestra problema, serd X. En este caso X= 8.12, entonces se considera que en
esa muestra hay 8.12 veces mas expresion de IL-4 que en la muestra de referencia

(“sample calibrator”), que en nuestro caso es siempre el cDNA de un criceto sano.
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Los resultados de la expresion génica de citoquinas en este experimento fueron

los siguientes:
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Figura 47: Grado de expresion de IL-4 en los lotes | y .

De forma global, existe una expresién de IL-4 ligeramente mayor en el lote I. La
expresion en ambos lotes es menor que para las otras dos citoquinas, tal y como

veremos en las dos figuras siguientes.
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Figura 48: Grado de expresion de IFN-y en los lotes | y Il.
A pesar de la gran variabilidad individual, de forma global parece existir mas

expresion de IFN-y en el lote | que es el infectado con la dosis menor: 10°

promastigotes/criceto.
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Figura 49: Grado de expresion de TGF-B en los lotes | y Il.

En ambos lotes existe expresién de este gen y, a pesar de la variabilidad

existente no parecen existir diferencias entre los dos de forma global.
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9.1.2. Medida de la expresidon de citoquinas en linfocitos esplénicos de

cricetos infectados y tratados con la anfotericina B.

En este experimento se estudio el efecto de las microesferas de albumina
sérica humana conteniendo anfotericina B de referencia en estado poliagregado a las
dosis de 2 y 40 mg/Kg peso/dia, con sacrificio de los animales a los 3 dias post-

tratamiento.

Para ello, se dispusieron lotes homogéneos de 5 cricetos machos de 60-70
gramos de peso que fueron infectados por via intracardiaca con 10’ promastigotes de
“reciente aislamiento” de la cepa BCN150 de L. infantum. La formulaciones se
administraron también por via intracardiaca los dias 69, 71 y 73 p.i. y el sacrificio se

realizo el dia 76 p.i. (3 p.t.). Los lotes fueron los siguientes:

Lote 1: Control de infeccion.

Lote 2: Anfotericina B de referencia en estado poliagregado a la dosis de
2 mg/Kg/dia, formulada en microesferas de HSA.

Lote 3: Anfotericina B de referencia en estado poliagregado a la dosis de
40 mg/Kg/dia, formulada en microesferas de HSA.

Lote 4: Controles sanos.

El animal 3 del lote 3 murié antes de finalizar el experimento.

Los resultados fueron los siguientes:
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Tabla 45: Carga parasitaria en mg de o6rgano, determinada mediante el método de la
dilucién limite en el dia del sacrificio, tanto en bazo como en higado.

Promastigotes/mg 6rgano (x 10°)

Bazo Higado
1 0.381 47.6
2 0.131 69.3
Control 3 0.058 79.8
infeccion 4 6.71 8.9
5 2.09 52
Media 1.87 51.4
DS 2.52 27.14
1 0.043 3.9
2 0.058 1.1
3 0.029 46
2mglKg 4 0.0036 1.1
5 0.080 46
Media 0.042 * 3.82*
DS 0.025 0.59
1 0.00011 0.039
2 0.00025 0.0017
40 mg/Kg 4 0.0018 0.87
5 0.00074 0.54
Media 0.00072 * 0.362 *
DS 0.00066 0.361

Tabla 46: Porcentaje de reduccion de la carga parasitaria de todos los lotes respecto
al control de infeccién, tanto en bazo como en higado.

% REDUCCION DE LA CARGA PARASITARIA
RESPECTO AL CONTROL INFECCION

BZ HG
2 mg/Kg 97.75* 92.56 *
40 mg/Kg 99.96 * 99.29 *

En ambos casos el porcentaje de reduccion es muy elevado (* p < 0.05), pero
como era de esperar, en el lote tratado con la dosis de 40 mg/Kg/dia la reduccion es
casi del 100% a dia 3 p.t.
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Figura 50: Grado de expresion de IL-4 en los lotes 1: Control de infeccién; 2: 2
mg/Kg/dia y 3: 40 mg/Kg/dia.

Parece existir una menor expresion de IL-4 en los dos lotes tratados con la
anfotericina B formulada en HSA, excepto en el animal 4 del lote 3, que es el que

presenta mayor carga parasitaria en bazo e higado dentro de su lote.
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Figura 51: Grado de expresion de IFN-y en los lotes 1: Control de infeccién; 2: 2
mg/Kg/dia y 3: 40 mg/Kg/dia.
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En dos de los animales tratados con la dosis de 40 mg/Kg/dia existe un alto

grado de expresién de IFN-y. Sin embargo, en el lote tratado con la dosis de 2

mg/Kg/dia la expresién es menor que en los otros dos lotes.
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Figura 52: Grado de expresiéon de TGF-B en los lotes 1. Control de infeccién; 2: 2
mg/Kg/dia y 3: 40 mg/Kg/dia.

En el lote tratado con la dosis de 40 mg/Kg/dia es en el que existe una menor

expresion de TGF-f, coincidiendo con su mayor eficacia.

9.1.3. Medida de la expresion de citoquinas en linfocitos esplénicos de

cricetos no infectados y tratados con anfotericina B (apartado 7 de este

capitulo).

Cricetos no infectados fueron tratados con 2 6 40 mg/Kg peso/dia de

anfotericina B de referencia poliagregada encapsulada en microesferas de albumina

sérica humana y sacrificados el dia 3 post-tratamiento.

Los resultados fueron los siguientes:
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Figura 53: Grado de expresion de IL-4 en los lotes 1: 2 mg/Kg/dia y 2: 40 mg/Kg/dia.

Practicamente no existe expresion de IL-4 en estos lotes.
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Figura 54: Grado de expresion de IFN-y en los lotes 1: 2 mg/Kg/dia y 2: 40 mg/Kg/dia.

En los casos en los que existe expresion de IFN-y, es muy baja por lo que

podriamos considerarla despreciable.
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Figura 55: Grado de expresion de TGF-B en los lotes 1: 2 mg/Kg/dia y 2: 40
mg/Kg/dia.

No existe expresion de TGF-B en ningun caso. En la mayoria de los animales

se aprecia una inhibicion significativa (casi 5x respecto al valor de referencia).
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9.2. Determinacion de la carga parasitaria en bazo e

higado.

El fundamento de la técnica es el mismo que el explicado en el apartado
anterior, pero en este caso solo fueron necesarios cebadores que amplificaran
secuencias de DNA especificas de L. infantum y no fue necesario el paso de RT. Es
decir, en esta ocasion la muestra empleada fue de DNA y no de cDNA. En el capitulo

de Material y Métodos se detallan las condiciones de la técnica y el disefio de los

cebadores (apartado 28).

También fue necesario poner a punto las condiciones de la PCR previamente,
visualizando los productos de amplificacion en geles de agarosa al 3%. Hay que

destacar que no existian productos de amplificacion cuando se realizaba la PCR con

DNA de criceto.
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Figura 56: Gel de agarosa
correspondiente a los
productos de amplificacion.
1: ADN gendémico de L.
infantum. El producto de
amplificacion es de 81 Kb.2:
ADN genomico de criceto.
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A continuaciéon se muestran ejemplos de la curva estandar de DNA gendmico y

de los ciclos de amplificacion:
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Figuras 57 y 58: Ejemplos de curva estandar de DNA genémico de L. infantum y de
representacion grafica de los ciclos de amplificacién. En la figura superior se observan
varios puntos rojos que corresponden a las muestras problema que caen dentro de la
curva estandar (puntos negros).

e T R S el | Figura59: Curva
de disociacion.
Efectivamente,
existe un solo
producto de
amplificacion.
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En esta ocasion en vez de realizar una determinacién de la expresion génica se
realizé una cuantificacién del niumero de parasitos y los célculos se realizaron de una

manera mas sencilla.

Tabla 47: Ejemplo de resultados para el calculo matematico. Cada muestra se analiz
por duplicado pero en la tabla sélo mostramos un valor para simplificar.

Numero de parasitos a

Ctde las Log N°
Pocillo partir de los que se .
muestras de ADN parasitos
extrajo el ADN
NTC A1 40 0 -
A2 12.68 10’ 7
A3 16.27 10° 6
A4 19.63 10° 5
Curva A5 23.70 10* 4
estandar A6 26.91 10° 3
A7 30.63 10? 2
A8 34.22 10 1
A9 37.81 1 0
Muestra
A10 13.82 4790780 6.68
problema

Se realizé la amplificacion en una curva estandar con diluciones seriadas de
DNA gendmico de L. infantum con nimero de parasitos conocido (de 10" a 1) y se
obtuvieron sus Cts. El nimero de parasitos en la muestra problema se obtuvo por
interpolacion de su Ct (13.82) en la recta obtenida a partir de los valores de Ct y del
Logaritmo del numero de parasitos de la curva estandar (y = a + bx —» Ct = 37.81 -
3.59(Log N° parasitos); r: 0.99).

Las muestras de DNA problema se obtuvieron a partir de 20 mg de érgano y
para realizar la amplificaciéon se emplearon a la dilucién 1/10. Asi que, si el resultado
obtenido para la muestra problema, después de haber interpolado su Ct en la curva
estandar, es de 4790780 parasitos, hay que multiplicarlo por la dilucién, o sea por 10,
y luego dividirlo entre 20 mg para obtener el numero de amastigotes por mg de

érgano, en este caso 2.39 x 10°.
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Para comprobar la utilidad de esta técnica se realizé6 una cuantificacion del
numero de parasitos en muestras de DNA obtenidas a partir de bazo e higado de
animales infectados con 10’ promastigotes de la cepa BCN150 de L. infantum y
sacrificados el dia 135 p.i. (apartado 2.3 de este capitulo). Los resultados se
compararon con los obtenidos mediante la técnica de la dilucion limite y se muestran

en la siguiente tabla:

Tabla 48: Comparacion entre el recuento mediante la técnica de la dilucién limite y el
recuento mediante la nueva técnica de PCR cuantitativa a tiempo real.

DILUCION LIMITE PCR CUANTITATIVA

Amastigotes/mg 6rgano (x 10°) Amastigotes/mg 6rgano (x 10°)

Animal Bazo Higado Bazo Higado

1 0.074 0.030 2.39 0.204
2 2.56 1.22 3.63 0.792
3 6.09 0.011 0.58 0.190
4 0.465 0.028 1.04 0.131
Media 2.297 0.322 1.91 0.329
DS 2.38 0.518 1.19 0.268

Aunque existen diferencias a nivel individual, con ambas técnicas se obtienen

valores medios similares.
Por lo tanto, la PCR cuantitativa resulta ser util para la determinacién de la

carga parasitaria en 6rganos y ya esta puesta a punto para su futura utilizacién en

ensayos de eficacia de nuevos farmacos y formulaciones.
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DISCUSION.

1. Modelo de leishmaniosis visceral en ratones Balb/c.

Se han desarrollado muchos modelos de leishmaniosis visceral con animales
de laboratorio, cada uno con sus caracteristicas, pero ninguno reproduce total o
adecuadamente lo que ocurre en humanos y perros (Hommel y cols., 1995). Los
factores que determinan el desarrollo clinico, son en parte, una caracteristica del
parasito, pero la naturaleza del hospedador, su constitucion genética y su estado
inmunitario juegan también un papel importante. Ademas de la naturaleza del
hospedador, la principal diferencia entre las infecciones naturales y experimentales es,
como ya hemos expuesto en la revisidén bibliografica, el inéculo del parasito. En
condiciones naturales, el vector, deposita unos pocos cientos de promastigotes
metaciclicos en la dermis del hospedador, mientras que las infecciones experimentales
son normalmente inducidas por la inyeccion, subcutanea o intravenosa, de millones de
promastigotes crecidos en cultivos axénicos in vitro 0 amastigotes obtenidos de

lesiones cutaneas o bazos infectados.

En cada animal de laboratorio, el desarrollo de la infeccion, es decir, si la
infeccidn queda restringida al sitio de inoculacion o si visceraliza, depende de una
combinacion de factores, como la especie de Leishmania inyectada, la virulencia del
aislado de parasito, la naturaleza del inéculo y la via de administracion. La
susceptibilidad o resistencia de cada especie animal esta controlada genéticamente,
pero también es Leishmania-especie-especifica, de hecho un hospedador puede ser

susceptible a una especie y totalmente resistente a otra (Hommel y cols., 1995).

Las funciones, en el laboratorio, de los modelos animales experimentales de la
leishmaniosis son: (1) el mantenimiento in vivo de cepas virulentas del parasito y la
produccion de amastigotes; (2) estudiar la patogénesis de la leishmaniosis y la

inmunidad anti-Leishmania; (3) probar farmacos y vacunas frente a Leishmania.

En nuestro caso necesitabamos establecer un modelo de leishmaniosis visceral
en el que, ademas de poder comprobar la eficacia de las distintas formulaciones
galénicas, se pudiera también realizar un seguimiento inmunoldgico después del

tratamiento farmacoldgico y en el que el comportamiento fuera similar al observado en
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perros y humanos. A pesar de que ya habiamos encontrado en la bibliografia
consultada que los ratones Balb/c son capaces de controlar la infeccion visceral
desarrollando una inmunidad protectora frente a la infeccion (Leclerq y cols., 1996;
Engwerda y cols., 1998; Honoré y cols., 1998), decidimos disefar un experimento en
el que comparar el comportamiento de animales infectados con distintas dosis de L.
infantum, con la idea de que tal vez a dosis altas, con promastigotes de reciente
aislamiento a partir de una cepa virulenta, la infeccién pudiera progresar, con
expresion de signos clinicos (capitulo de Resultados, apartado 1.2). Para realizar
dicha comparacion, se determinaron el peso de los animales, las subclases de
inmunoglobulinas, y los perfiles de reconocimiento antigénico a lo largo del
experimento y también se determinaron la carga parasitaria, las subpoblaciones
linfocitarias y se realizaron ensayos de linfoproliferacion in vitro con linfocitos

esplénicos obtenidos el dia del sacrificio (147 p.i.).

En cuanto al peso de los animales (tabla 5), existié un ligero descenso a partir
de la semana 132 p.i. con respecto al grupo de animales no infectados, pero
posteriormente se produjo una recuperacion, no existiendo diferencias entre los tres
lotes infectados con las diferentes dosis de parasito a lo largo del experimento. Es
decir, el peso no seria un buen parametro para evaluar la eficacia de los farmacos. Lo
que si se observo fue esplenomegalia en todos los lotes infectados, siendo ésta mayor

en el lote infectado con la dosis mayor.

La determinacién de la carga parasitaria solo se realizé en el dia del sacrificio
(tabla 6), por lo que no sabemos como fue la evolucién de la misma a lo largo del
tiempo. Sin embargo, lo que si podemos concluir es que a pesar de la variabilidad
existente, de forma global, a medida que aumentaba la dosis de infeccion, se
recuperaban mas parasitos en bazo en el dia del sacrificio, no existiendo parasitos en
el higado de ningun animal excepto en el animal 1 del lote infectado con la dosis
mayor. Por lo tanto, se confirmé lo observado por otros autores que mostraron que la
carga parasitaria primero aumentaba moderadamente para posteriormente disminuir
(Leclerg y cols., 1996; Engwerda y cols., 1998; Honoré y cols., 1998), manteniendo un
nivel bajo de infeccién crénica (Murray y cols., 1982; Wilson y cols., 1996). En
concreto, Murray y cols. (1982) observaron que en ratones Balb/c infectados por via
intravenosa con 10" amastigotes de L. donovani existi6 una rapida proliferacion del

parasito en las primeras 4 semanas, pero a partir de la semana 8?2 p.i. los animales
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fueron capaces de inhibir la replicacién de los amastigotes y reducir la carga
parasitaria en un 80%, estando esa resistencia correlacionada con la capacidad para
generar linfoquinas activadoras de macrofagos. También se vio que ratones Balb/c,
infectados por via intracardiaca con 2 x 10" amastigotes de L. donovani, mostraban un
descenso de la carga parasitaria en higado a partir del 2° mes p.i. e incremento
progresivo en bazo (Mukherjee y cols., 2003). Asi mismo, en ratones Balb/c infectados
intravenosamente con un dosis alta de promastigotes de L. infantum, el numero de
parasitos en higado disminuyé moderadamente a los 3-4 meses p.i., mientras que en
el bazo aumentd, pero al emplear dosis de infeccidn mas bajas en muchos casos
existio un total aclaramiento del parasito del higado (Ahmed y cols., 2003); en el
mismo trabajo se muestra que la infeccion con promastigotes por via intradérmica
produjo un aclaramiento del parasito en higado y piel, con persistencia en bazo y

nédulos linfaticos.

Aunque se determinaron la IgG1, 1gG2a, 1gG3 e IgM en todos los animales
individualmente, solo mostramos los valores medios de cada lote ya que la respuesta
fue muy baja o inexistente en casi todos los casos (figuras 9, 10, 11 y 12). Solamente
para la IgG1 existié una correlacion entre los niveles detectados mediante ELISA y la
carga parasitaria recuperada en bazo. En el lote infectado con la dosis mas alta,
también existié un ligero aumento de la IgG2a en las ultimas semanas, no existiendo
respuesta en los otros dos lotes; para la IgG3 la respuesta fluctué mucho a lo largo del
tiempo, siendo solo detectable en el lote infectado con la dosis intermedia. En
humanos aumentan los niveles de IgG, IgM e IgE durante la infeccion aguda (Anam y
cols., 1999), sin embargo, en nuestro caso no encontramos respuesta por IgM en

ningun caso.

Al igual que nosotros, Honoré y cols. (1998) observaron en ratones Balb/c
infectados con 10’ promastigotes de L. infantum, que la inmunoglobulina predominante
era la IgG1, y que su cinética corria en paralelo con la de la IgG total, mientras que la
IgG2a permanecio indetectable. Sin embargo, en el caso de los ratones C57BL/6
existié respuesta por ambas subclases de inmunoglobulinas. Por lo tanto, segun esos
autores en ratones Balb/c se estaria produciendo una respuesta Th2, mientras que en
los C57BL/6 existiria una mezcla de Th1 y Th2. En nuestro caso, la respuesta por
IgG1 comenzé a partir del tercer mes p.i., pero ellos detectaron respuesta a partir del

mes y medio p.i. Estas diferencias podrian ser debidas a la mayor o menor virulencia
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de la cepa de L. infantum empleada. El hecho de que no encontremos practicamente
respuesta por IgG1 en los lotes infectados con las dosis de 10° y 10° promastigotes
podria deberse a una ausencia de activacién de los linfocitos B a dosis bajas de

infeccion.

Como hemos mencionado antes, las subpoblaciones linfocitarias (tabla 7) solo
se determinaron en bazo en el dia del sacrificio, por lo que no disponemos de datos de
las mismas en sangre periférica y a lo largo del tiempo. La resistencia frente a
Leishmania en infecciones en ratén se ha asociado a respuestas celulares en las que
actuarian tanto los linfocitos CD4+ como los CD8+ (Stern y cols., 1988), y se ha visto
que ratones Balb/c infectados con L. donovani poseen células T protectoras de
fenotipo Ly-1+2+ y L3T4+ responsables del descenso de la carga parasitaria en
estadios tardios de la infeccién (Holaday y cols., 1988). Si lo comparamos con lo que
ocurre en perros, al analizar subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica, existio
un descenso progresivo de la poblacion CD4+ (Moreno y cols., 1999) junto con
aumento de los linfocitos CD28+, que son precursores de linfocitos B y por lo tanto

causantes de la fuerte respuesta humoral canina (Slappendel, 1988).

Ademas del descenso en la subpoblacién CD4+, en perros también se observd
un descenso en las subpoblaciones CD21+, CD5+ y CD8+ en sangre periférica a
medida que progresaba la enfermedad (Bourdoiseau y cols., 1997). En nuestro caso, a
dia 147 p.i. encontramos un ligero descenso de la subpoblacién CD4+ en los lotes
infectados con L. infantum, pero para la poblacion CD8+ no existieron diferencias
significativas con respecto al grupo sano, aunque no sabemos lo que ocurrido en
estadios mas tempranos. Lo que si existio fue una correlacién directa entre la
subpoblacion TCRp y la dosis de infeccion e inversa entre la subpoblacién TCRy3 y la
dosis de infeccion. Por otro lado, la baja respuesta humoral encontrada en nuestro
caso sugiere que no deben haber existido grandes cambios en subpoblaciones

encargadas de estimular a los linfocitos B productores de inmunoglobulinas.

Por ultimo, los ensayos de linfoproliferacion in vitro (tabla 8) mostraron que,
tanto frente a los mitégenos, como frente al antigeno o a la asociacion de ambos,
existié una menor proliferacion celular a medida que aumentaba la dosis de infeccion.
En el caso de los perros existe una divisién entre perros asintomaticos o resistentes,

que presentan anticuerpos negativos pero una respuesta proliferativa positiva de las
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células frente a antigenos de Leishmania y, sintomaticos o susceptibles con
anticuerpos positivos pero con células negativas (Cabral y cols., 1992; Cabral y cols.,
1993; Pinelli y cols., 1994; Cabral y cols., 1998). En nuestro caso los animales
infectados con la dosis mas baja se asemejarian a los perros asintomaticos puesto
que presentaban una respuesta linfoproliferativa mas alta, tanto frente a los mitdgenos
como frente al antigeno, que los infectados con las dosis mas altas, que se

asemejarian a los sintomaticos.

Podemos deducir que el raton Balb/c no seria un buen modelo de leishmaniosis
visceral para nosotros por varias razones: a medida que la infeccidn progreso, se
produjo un aclaramiento de los parasitos en higado por lo que el modelo solo seria util
para realizar cribados farmacolégicos en estadios tempranos de la infeccion en los que
aun existieran parasitos en los dos 6rganos. De hecho la mayoria de los cribados
farmacologicos en ratones Balb/c infectados por Leishmania, se han realizado con
dosis muy altas de parasito (10°-10%) y en estadios tempranos de la infeccion (Croft y
cols., 1991; Gradoni y cols., 1993; Murray y cols., 1993; Buffet y cols., 1996; Mullen y
cols., 1997; Petit y cols., 1999; Yardley y cols., 2000). Sin embargo, esta posibilidad no
nos permitiria realizar un buen seguimiento inmunolégico del efecto del tratamiento
puesto que la respuesta humoral se produjo mas tardiamente y fue muy baja en
cualquier caso. Ademas, casi no existieron variaciones en el peso de los animales a
medida que progresé la infeccion y los perfiles de reconocimiento antigénico
aparecieron muy tardiamente y fueron muy débiles. Parece que solo los ensayos de
linfoproliferacién in vitro serian utiles al observarse una mayor proliferacion celular con
la disminucion de la carga parasitaria, pero ese Unico parametro no es suficiente para

nuestros objetivos.

Por lo tanto, era necesario encontrar un modelo que se asemejara mas al perro
y al humano, en el que se produjera una alta colonizacion por parte del parasito en
todos los 6rganos diana, con una alta activacion policlonal de células B que indujera
una gran produccién de anticuerpos desde las primeras semanas p.i. y con otros
signos similares como la disminucién de peso, astenia, apatia, alteracion estructural y

funcional de los érganos afectados, degeneracion de la piel, etc.
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2. Modelo de leishmaniosis visceral en cricetos.

A lo largo de la revision bibliografica se ha puesto de manifiesto que el criceto
dorado (Mesocricetus auratus) es un hospedador susceptible para el desarrollo de la
infeccion por L. donovani y L. infantum, representando un buen modelo de
leishmaniosis visceral (Ghosh y Ghosh, 1987; Binhazim y cols., 1993; Bories y cols.,
1998; Ghose y cols., 1999; Requena y cols., 2000; Riga-capela y cols., 2003). Pero el
empleo de este modelo se ha visto limitado por la ausencia de reactivo inmunolégicos

comerciales.

A pesar de la existencia de varios trabajos empleando este modelo, nuestro
principal punto de referencia siempre ha sido el trabajo publicado por Requena y cols.
en el ano 2000. En dicho trabajo, se utilizaron 3 grupos de cricetos a los que les
administraron 10°, 10* y 10° promastigotes/criceto de la cepa BCN150 de L. infantum
(que es la misma empleada por nosotros) por via intracardiaca, realizandose un
seguimiento de los sintomas clinicos durante un afo y determinandose la carga

parasitaria en higado y bazo en el momento del sacrificio.

La principal conclusion de ese trabajo fue que el criceto dorado representa un
excelente modelo de leishmaniosis visceral debido principalmente a tres razones: la
progresion de la infeccion y de la enfermedad puede seguirse a partir de un inéculo
bajo (10° promastigotes). En segundo lugar, los parametros clinicos e inmunolégicos
sugieren que la leishmaniosis visceral en cricetos es comparable a la observada en
perros y humanos y, en tercer lugar, un porcentaje de animales son capaces de resistir
la infeccidon mediante el desarrollo una respuesta inmune protectora espontanea,

independientemente del inéculo empleado.

Ademas, de acuerdo con los sintomas clinicos, la inoculacion de cricetos
dorados con dosis de L. infantum que iban desde 10° a 10° promastigotes dio lugar a 2
tipos de infecciones: sintomatica y asintomatica. En el grupo de los sintomaticos, la
aparicion de la enfermedad dependia del tamafo de inéculo y estos animales
presentaban signos severos de la enfermedad como deshidratacion, astenia,
hepatoesplenomegalia, alta carga parasitaria en higado y bazo, fuerte respuesta
humoral frente a los antigenos de Leishmania y altos niveles de anticuerpos en rifnon.

De acuerdo con los signos internos de la infeccién en los érganos diana, los animales
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asintomaticos se dividieron en dos subgrupos: oligosintomaticos y claramente
asintomaticos. El grupo oligosintomatico estaba formado por aquellos animales que no
presentaban ningun sintoma externo de la enfermedad pero mostraban
esplenomegalia y cargas parasitarias moderadas en higado y bazo, mientras que el
grupo asintomatico estaba formado por aquellos animales que no presentaban ningun
sintoma, ni signo de enfermedad, con ausencia de inmunocomplejos en rifon.
Entonces, estos animales habrian desarrollado una respuesta inmune protectora frente
a la infeccion por L. infantum. Aunque en algunos de estos animales se detectaron
amastigotes en higado y/o bazo, estos autores apuntan a que su presencia no debe

ser interpretada como un signo de infeccién activa.

En nuestro estudio, tratamos de adecuar las condiciones a nuestro objetivo de
trabajo (valoracion de nuevos tratamientos farmacolégicos). Para ello, era necesario
que la infeccion transcurriera con cierta rapidez, lo que requeria el empleo de dosis
infectantes mas altas administradas por via intracardiaca. Por ello, en un principio
pensamos emplear una dosis de 10" promastigotes/criceto, al igual que habian hecho
otros autores con el modelo murino (Croft y cols., 1991; Gradoni y cols., 1993; Murray
y cols., 1993; Buffet y cols., 1996; Mullen y cols., 1997; Petit y cols., 1999; Yardley y
cols., 2000). La lectura del trabajo de Requena y cols. (2000), nos planted la duda de
si a la dosis de 10’ también pudiesen existir animales sintomaticos y asintomaticos.
Esta situacion supondria un inconveniente a la hora de realizar ensayos de eficacia
terapéutica de farmacos, sobre todo en las primeras etapas del curso de la infeccién,
ya que el desconocimiento a priori de la condicion del animal (susceptible/resistente)
podria alterar la valoracion global de los resultados, porque si un animal no presentara
carga, no podriamos diferenciar si habia sido por la propia accién del farmaco o por
que el animal hubiera desarrollado una infeccion autolimitante. Por lo tanto, dado que
ellos habian estudiado las dosis de 10% 10* y 10° nosotros decidimos establecer un
ensayo en el que se compararon las dosis de 10° y 10’ promastigotes/criceto, para ver
si con la dosis de 10’ se conseguia una infeccion uniforme en todos los animales. La
diferencia es que en nuestro caso realizamos un seguimiento de 4 meses y medio en

vez de un afo.
Con la dosis de 10" promastigotes, el peso de todos los animales del grupo

disminuyé con respecto al lote infectado con la dosis de 10° y con respecto al grupo de

los animales sanos, manteniéndose similar en estos dos ultimos grupos; es decir, en el
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lote infectado con la dosis mayor todos los animales mostraron pérdida de peso,
astenia y empeoramiento del aspecto externo, por lo que podriamos considerarlos
sintomaticos a todos (tabla 1). En el dia del sacrificio existié esplenomegalia en los dos
lotes infectados con L. infantum, pero el tamafo del higado fue similar al de los
animales sanos (tabla 2). A pesar de la gran variabilidad existente, existié6 una clara
correlacion entre la dosis de infeccion y la carga parasitaria recuperada en bazo e
higado en el dia del sacrificio (tabla 2). Asi, los animales infectados con la dosis mayor
presentaron 100 veces y 1000 veces mas parasitos en bazo e higado

respectivamente, que los infectados con la dosis menor.

En cuanto a los niveles de anticuerpos (figuras 1 y 2), encontramos una
dinamica heterogénea sin correlacion entre los niveles de IgG y la carga parasitaria
dentro de un mismo grupo, es decir, el que un animal del grupo tuviera mas carga
parasitaria que otro no implicaba que tuviera mayor nivel de anticuerpos. Pero al
comparar los dos grupos (figura 3), quedd claro que el lote infectado con la dosis
mayor presentaba niveles de IgG mayores que el infectado con la dosis menor, con
valores de densidad oOptica que oscilaban entre 0.94 y 2.2 en la ultima semana del
experimento, mientras que en el lote infectado con la dosis de 10° los valores de
densidad 6ptica variaban entre 0.17 y 1, en la ultima semana. Ademas, en el grupo
infectado con el in6culo mas pequefo, la respuesta por anticuerpos se empezoé a
detectar mas tardiamente que en el infectado con el inéculo mayor. Esto coincidia con
lo observado por Requena y cols. (2000) que encontraron una correlacion entre el
tamano del inéculo y el momento en que se detectaba la respuesta humoral anti-
Leishmania. Asi, los cricetos infectados con 10° promastigotes mostraban anticuerpos
anti-Leishmania al mes p.i., mientras que los sueros de los animales inoculados con
10* 6 10° promastigotes eran positivos solo después de 3 6 4 meses, respectivamente.
En su caso, la cinética de produccion de anticuerpos también era muy heterogénea y
la correlacion entre el desarrollo de la enfermedad y la respuesta humoral no fue
estadisticamente significativa, pero en aquellos animales en los que se mostraron
claros sintomas de enfermedad, la respuesta humoral fue mayor que en aquellos que

mostraron una infeccién autolimitante.
El principal inconveniente que la mayoria de los autores sefialan a la hora de

emplear la técnica de western-blot es la ausencia de estandarizacién, lo que hace la

interpretacion de las bandas especificas mas dificil. En el caso de los cricetos, existen

206



Discusion

muy pocos trabajos al respecto. Requena y cols. (2000) emplearon geles de acrilamida
al 10% con antigeno de la cepa LEM75, obtenido mediante un tampdn de lisis y
sonicacion, encontrando que la respuesta humoral estaba restringida a una serie de
proteinas antigénicas, pero que no se incrementaba mas alla de 5-7 meses en los
cricetos sin sintomas de enfermedad. Por el contrario, la respuesta humoral en los
animales que desarrollaron claros sintomas de leishmaniosis visceral mostré un
incremento continuo en complejidad e intensidad de bandas durante el periodo post-
infeccién verificando que, en animales sintomaticos y asintomaticos, era evidente la

heterogeneidad en el patrén de reconocimiento antigénico.

En otros estudios que comparaban infecciones realizadas con 10°
promastigotes o amastigotes de L. infantum por via intraperitoneal (Rica-Capela y
cols., 2003), en el mes de maxima carga en el grupo infectado con promastigotes (6°
mes p.i.), aparecieron bandas de 31, 40-42, 47-50, 54-58, 63-69, 70-76, 80-88, 91-97,
100-107 y 110-118 KDa, mientras que en el mes de maxima carga en el grupo
infectado con amastigotes (mes 5° p.i.) aparecieron las mismas bandas ademas de la
de 21 KDa. Al final del experimento (8° mes p.i.) se detectaron bandas de bajo y medio
pero no de alto peso molecular. ElI grupo infectado con promastigotes mostré
predominancia de bandas de alto peso molecular, siendo la intensidad de las bandas
mayor para el grupo infectado con amastigotes. Sin embargo, en general el patréon de
reconocimiento fue heterogéneo y tampoco existié correlacion entre los cambios en la

carga parasitaria y el patron de bandas obtenido.

Otros autores observaron bandas de 26, 35, 46, 59, 69, 107 y 120 KDa en
geles al 10% en cricetos infectados con 10" amastigotes de L. donovani por via

intracardiaca (Evans y cols., 1990).

En nuestro caso (figuras 4, 5 y 6), al igual que Requena y cols. (2000) y que
Rica-Capela y cols. (2003), también encontramos heterogeneidad en el perfil de
reconocimiento antigénico, siendo dicho perfil mas complejo en el lote infectado con
mas dosis. En general, aparecieron bandas de 16-18, 30, 32, 40, 42, 45, 50, 55, 60,
70, 80-90, 115, 125 y 150 KDa, teniendo en cuenta que no en todos los animales
aparecieron las mismas bandas ni con la misma intensidad y que en el lote infectado
con 10° promastigotes, dependiendo del animal, las bandas de 16-18, 30, 40, 45, 55,
60, 80-90, 115, 125 y 150 KDa se hicieron mas débiles o desaparecieron a lo largo del
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experimento, lo que coincidia con la menor respuesta por IgG determinada mediante
ELISA. Parece que nuestro perfil se asemeja mas al encontrado por Riga-Capela y
cols. (2003), a pesar de que ellos realizaron la infeccion por via intraperitoneal y

nosotros por via intracardiaca.

Al no haber realizado un seguimiento de la carga parasitaria a lo largo del
tiempo no pudimos correlacionar la progresion de la infeccion con el nimero de
proteinas inmunogénicas. Los autores anteriormente citados han mostrado que el
numero de éstas aumentaba con la progresion de la infeccion (Requena y cols., 2000),
alcanzando el maximo en el momento de la maxima carga parasitaria (Rica-Capela y
cols., 2003). Estos ultimos autores mostraron, en general, que las primeras proteinas
en detectarse eran las de bajo peso molecular, sugiriendo la asociacién entre bandas
de bajo peso molecular y estados moderados de infeccion. En nuestro caso, sin
embargo, las primeras proteinas en aparecer eran las de rango intermedio (40-115
KDa), pero hay que tener en cuenta las posibles diferencias existentes debido al

empleo de distintos antigenos o protocolos de trabajo.

Al analizar las subpoblaciones linfocitarias CD4+, CD8+, CD19, etc, con
anticuerpos de raton, el Unico que presentd reaccion cruzada con criceto fue el anti-
CD4+. ElI hecho de poder realizar solo un marcaje planteé una serie de
inconvenientes: en primer lugar era una cuantificaciéon relativa, porque al no poder
medir la poblacion CD8+ o la de linfocitos totales los resultados no se pudieron
expresar en términos absolutos. Ademas, al no haber sido posible realizar el doble
marcaje CD4+/CD8+ con dos fluorocromos distintos, fue mas dificil seleccionar la
poblacién a analizar. De todas formas al ser una cuantificacion relativa, en el caso de
que hubiéramos cometido algun error al seleccionar la poblacion, ese error habria sido
siempre el mismo (error sistematico) y eso no impidié establecer una comparacion

entre los distintos lotes.

Al emplear las dosis de infeccién de 10° y 107 promastigotes, encontramos una
mayor proporcién de las células CD4+ en bazo en el lote infectado con la dosis mayor
en el dia del sacrificio (tabla 3). Esto no concuerda con lo observado en perro, ya que
en animales infectados experimentalmente, hacia el 6°-8° mes p.i. se produce un
descenso significativo en dicha poblacion en sangre periférica, coincidiendo con el

comienzo de la aparicion de los sintomas (Moreno y cols., 1999). Nosotros no
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realizamos una dinamica de esta poblacion, por lo que no sabemos lo que ocurrié en
estadios mas tempranos, ni lo que hubiera ocurrido si hubiéramos sacrificado a los
animales mas tardiamente. Ademas, al no disponer de datos sobre otras poblaciones
linfocitarias, fue mas dificil sacar conclusiones respecto a este parametro. Asi mismo,
realizamos la prueba en bazo mientras que en perros y humanos se realiza en sangre
periférica. Podria ser que en el modelo de criceto la poblacién celular CD4+ no fuera
determinante en la susceptibilidad, sino otras subpoblaciones. En cualquier caso,
decidimos determinar este parametro en los demas estudios de eficacia farmacoldgica,
con el fin de estudiar el efecto de nuestras formulaciones sobre dicha poblacion. Mas
adelante, se discutiran con mas detalle las variaciones ocurridas en esta subpoblacion
linfocitaria en los animales infectados y tratados, comparandose con los resultados

obtenidos por otros autores.

Los ensayos de linfoproliferacion celular (tabla 4) muestran que en los dos lotes
infectados con L. infantum se produjo un descenso en la proliferacion celular frente a
concanavalina A y frente a los antigenos con respecto al grupo de los animales sanos.
Esto concuerda con lo observado en perros sintomaticos (Cabral y cols., 1992; Cabral
y cols., 1993; Pinelli y cols., 1994; Cabral y cols., 1998). Nosotros encontramos
variabilidad individual pero por regla general, existi6 una mayor respuesta
linfoproliferativa en los animales infectados con la dosis menor. Sin embargo, no
encontramos correlacion entre la carga parasitaria y la respuesta proliferativa a nivel
individual, y la respuesta frente a los antigenos estuvo totalmente inhibida. Cuando
comentemos los datos de los animales tratados farmacologicamente, discutiremos

este parametro con mas profundidad.

. . 7 .
Por lo tanto, aplicando la dosis de 10, todos los animales alcanzaron el
periodo sintomatico, con cargas parasitarias altas, tanto en higado como en bazo,
marcada esplenomegalia, disminucion de peso, aumento progresivo de IgG desde las

primeras semanas e inhibicién de la respuesta linfoproliferativa.

3. Efecto del tratamiento sobre la carga parasitaria:

eficacia de las nuevas formulaciones.

En la actualidad, los antimoniales pentavalentes contindan siendo el farmaco

de eleccion para el tratamiento la leishmaniosis visceral en todas las regiones del
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mundo, excepto en la India, debido a la apariciéon de resistencias. Sin embargo, la
situacion ha cambiado y desde 1990 numerosos esfuerzos han dado lugar al
redescubrimiento de farmacos de segunda eleccién, lo que ha posibilitado la
realizaciéon de tratamientos mas cortos, probandose combinaciones de farmacos,
incluyendo la inmunoterapia o la identificacién de agentes orales. Por ello, hoy en dia
encontramos ademas de los antimoniales pentavalentes, la anfotericina B y sus
formulaciones lipidicas, la aminosidina, los antimoniales combinados con aminosidina

o con IFN-y y la miltefosina (Murray, 2000).

En la zona Mediterranea, la OMS admitio, en 1995, cuatro regimenes
aceptables para el tratamiento de la leishmaniosis visceral en pacientes

inmunocompetentes (Gradoni y cols., 1995): Antimoniales pentavalentes a la dosis de

20 mg/Kg/dia durante 28 dias; una combinacién de antimoniales (20 mg/Kg/dia) y de

alopurinol (15 mg/Kg/dia) durante 20-28 dias; AmBisome® a la dosis de 3 mg/Kg/dia
en los dias 0, 1, 2, 3, 4 y 10, alcanzandose una dosis total de 18 mg/Kg; y por ultimo,
aminosidina, cuya dosis y duracion del tratamiento no esta bien definida, aunque se
usa sola o en combinacién con antimoniales pentavalentes a la dosis de 12-16 mg/Kg
durante 14-63 dias.

En la leishmaniosis canina de entre todos los protocolos estudiados, los mas
destacados han sido: el Glucantime® a la dosis de 100 mg/Kg/dia durante 3-4 dias
(Valladares y cols., 1996; Slappendel y Teske, 1997); Zyloric® a la dosis de 20
mg/Kg/dia continuadamente (Slappendel y Teske, 1999) o a la dosis de 15 mg/Kg dos
veces al dia en combinacion con 100 mg/Kg de antimoniato de meglumine (Denerolle
y Bourdoiseau, 1999); Fungizona® a la dosis de 0.5-0.8 mg/Kg 2-3 veces hasta
alcanzar una dosis total de 15 mg/Kg (Lamothe, 1997), o a la dosis de 1-2.5 mg/Kg
mezclada en emulsiones lipidicas dos veces a la semana hasta alcanzar una dosis de
10 mg/Kg (Lamothe, 2001) y por Gltimo, AmBisome® a la dosis de 3 mg/Kg/dia hasta
alcanzar un dosis total de 15 mg/Kg (Oliva y cols., 1995). Sin embargo, aunque estas
terapias consiguen mejorias clinicas temporales y cambios en los parametros
inmunolégicos, normalmente no impiden las recaidas y no eliminan por completo la
presencia del parasito. Por lo tanto, dado que la leishmaniosis canina representa un
grave problema de salud publica en la zona Mediterranea, es necesaria la busqueda
de nuevas alternativas a los tratamientos ya existentes para conseguir una cura

parasitologica consistente.
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Decidimos centrarnos en la anfotericina B, buscando nuevas formulaciones
para su encapsulacién que aumentaran su eficacia, reduciendo su toxicidad y, a ser
posible mas econdmicas, ya que las formulaciones lipidicas son muy caras, lo que

limita su uso en humanos que habitan en paises en desarrollo y también en perros.

Como hemos visto a lo largo de la revisién bibliografica, han sido muy
numerosas las pautas de tratamiento ensayadas, tanto con anfotericina B
desoxicolato, como con sus formas lipidicas, en pacientes de la India y de otras partes
del mundo, incluyendo la zona mediterranea, y también en perros afectados de
leishmaniosis visceral y en modelos de experimentacién animal como ratones y
cricetos. Asi, en la India se obtuvo un 98 % de curacién con anfotericina B
desoxicolato (Mishra y cols., 1992; Thakur y cols., 1999). Sin embargo, los efectos

adversos como fiebre, dolor 6seo y toxicidad renal son problemas muy importantes.

Por otro lado, las formulaciones lipidicas de anfotericina B han demostrado ser
mas eficaces y limitar la toxicidad de la anfotericina B convencional (Dietze y cols.,
1995; Davidson y cols., 1996; Sundar y cols., 1996). Sin embargo, presentan una serie
de inconvenientes: por ejemplo, AmBisome® es activo en cursos de terapia cortos y
ocasiona pocas reacciones adversas, pero su uso en regiones endémicas distintas de
Mediterraneo es prohibitivo por el coste, estando también limitado su uso en perros por
la misma razon. Abelcet® y las emulsiones grasas de anfotericina B, aunque en menor
grado que la anfotericina B convencional, también producen fiebre, escalofrios y
nefrotoxicidad. Amphocil® podria ser Util en cursos de terapia cortos, pero no ha sido
suficientemente estudiado. La comparacion del coste sugiere que las emulsiones
grasas de anfotericina B presentan una mejor relacién coste-eficacia, sin embargo,
solo se han ensayado en la India y existe controversia respecto a su empleo (Murray,
2000). Si consideramos la posologia y la duracion de la terapia indicados en el
Catalogo de Especialidades Farmaceéuticas, los costes medios de los tratamientos con
anfotericina B son entre 10 y 50 veces mas caros con las formulaciones lipidicas que
con la Fungizona®. Por eso, es necesario el desarrollo de nuevas terapias que aporten

una mejor relacion beneficio/riesgo, asi como una mejor relacion beneficio/coste.
Como alternativa a todo esto decidimos probar nuevas formulaciones para la

inclusion de anfotericina B, siendo la primera de ellas la elaborada con albimina

sérica humana (HSA). Las proteinas de albumina estan presentes en varias especies
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animales y al desnaturalizarse forman una estructura tridimensional capaz de albergar
otras sustancias en su interior. La albumina se considera una buena candidata para la
microencapsulacién de farmacos porque es biocompatible, ya que es la principal
proteina de la sangre en mamiferos (Lehninger y cols., 1993), es biodegradable
(Luftensteiner y Viernstein, 1998), y existen trabajos previos en los que se ha
empleado para la fabricacion de microesferas conteniendo nicardipina o
dexametasona mediante atomizacion (Conte y cols., 1994; Pavanetto y cols., 1994),
proporcionando una elevada eficiencia de encapsulacién y mayor estabilidad que los
liposomas (D’Souza y cols., 1999). En concreto, la albumina sérica humana esta
comercializada en soluciones de distinta concentracion y se emplea en sindromes

hipovolémicos y en hipoproteinemias.

En el primer ensayo con la anfotericina B (capitulo de Resultados, apartado
2), empleamos la anfotericina B de referencia en estado de agregacion dimérico, que
es considerada un simil de la anfotericina B desoxicolato comercial (Fungizona®). Se
comenzd con la dosis de 1 mg/Kg/dia porque es la que se suele emplear
habitualmente en terapéutica para la Fungizona®, estableciéndose una comparacion
entre la anfotericina B dimérica libre y encapsulada en microesferas de albumina

sérica humana.

Con una pauta de tratamiento en la fase temprana de la infeccion (dias 25, 27 y
29 p.i.), es decir una dosis total de 3 mg/Kg peso, existid un clara disminucion del
numero de parasitos, tanto en higado como en bazo, al emplear la nueva formulacion
de HSA, con porcentajes de reduccion en bazo e higado de 87,25 y 88,82 %
respectivamente, frente al 11.11 y 53,65 % obtenidos con la anfotericina B de
referencia sin encapsular (tablas 9 y 10). Pero a dia 135 p.i. (tablas 13 y 14) se produjo
una recuperacioén parcial de la infeccidén con respecto al dia 32 p.i. (563,97 y 66,72 % de
reduccion en bazo e higado, respectivamente, con la nueva formulacion, frente al

32,24 y 17.17 % en bazo e higado, respectivamente, con la anfotericina B libre).

En definitiva, en nuestro modelo esta pauta de tratamiento triple en la fase
temprana no parecia ser adecuada; seria necesario quizas el empleo de dosis mas
altas o una duracion mas larga del tratamiento. Sin embargo, en ratones Balb/c
afectados de leishmaniosis visceral, AmBisome® mostré una eficacia mayor cuando se

administré en la fase aguda, que cuando se hizo en la fase crénica de la enfermedad
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(Gangneux y cols., 1996). Hay que tener en cuenta que en nuestro caso al final del
experimento solo sobrevivié un animal de los tratados con la anfotericina B dimérica
libre y sin embargo, en el lote tratado con la nueva formulacion sobrevivieron todos,
demostrandose asi su ventaja sobre el empleo de la forma libre. Es importante
destacar que las microesferas de albumina sérica humana vacias no ejercieron ningun

efecto en el desarrollo de la infeccién (apartado 2.3 de Resultados).

En el siguiente experimento (apartado 3) decidimos cambiar el planteamiento
de trabajo. En primer lugar, aumentamos la dosis de anfotericina B de referencia al
doble, empleando una pauta de tratamiento triple en los dias 69, 71 y 73 p.i. (dosis
total de 6 mg/Kg peso), una vez comprobado que todos los animales alcanzaban el
periodo sintomatico, mediante la determinacion de los niveles de IgG en las semanas
73-92 p.i. (niveles de entre 0.3 y 0.4 de D.O.) y mediante la valoracion del aspecto
externo y los sintomas. Asi mismo, se estudi6 la influencia de los distintos estados de

agregacién de la molécula.

Existen trabajos que muestran que el estado de agregacion influye en la
toxicidad (Bolard y cols., 1991; Barwicz y cols., 1992; Legrand y cols., 1992) y en la
actividad de la anfotericina B (Gruda y cols., 1980; Ramos y cols., 1989; Lambing y
cols., 1993) y por todo ello, decidimos ensayar los tres estados de agregacion
existentes, en comparacion con la anfotericina B de referencia dimérica libre. El que la
molécula adopte un estado de agregacion u otro depende del medio en el que se
encuentra dispersada (Gruda y cols., 1980, Mazerski y cols., 1990; Balkrishnan y
Easwaran, 1993), la concentracién de anfotericina B (Mazerski y cols., 1990; Tancréde
y cols., 1990; Balkrishnan y Easwaran, 1993) o por ejemplo, la temperatura a la que la
anfotericina B ha sido sometida (Lambing y cols., 1993; Gaboriau y cols., 1997; Petit y
cols., 1999).

En nuestro caso, la forma monomérica fue la menos eficaz de todas, incluso
menos que la forma dimérica libre. Ademas, las formas dimérica y poliagregada
encapsulada fueron mas eficaces que la forma dimérica libre, por lo que el
encapsulamiento de albumina demostré ser ventajoso de nuevo (tablas 23 y 24). A
igualdad de eficacia de las formas dimérica y poliagregada encapsuladas, la forma

poliagregada era mejor porque era menos téxica. Esto se demostré porque en el lote
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tratado con la formulacion dimérica murieron 2 animales durante la semana del

tratamiento, confirmandose posteriormente en los estudios de toxicidad (apartado 4).

En el tercer estudio (apartado 5 de Resultados), continuando con la pauta de
tratamiento en el periodo sintomatico de la enfermedad, nos aventuramos a emplear
una dosis de anfotericina B de referencia en estado poliagregado muy alta, la maxima
dosis encapsulable en albumina sérica humana que no producia toxicidad (ensayos de

toxicidad aguda, apartado 4): 40 mg/Kg/dia (dosis total de 120 mg/Kg peso).

Queda claro que a la dosis de 40 mg/Kg/dia, la formulacion de HSA
conteniendo anfotericina B de referencia en estado poliagregado consiguié aclarar
totalmente los parasitos en el bazo de todos los animales y en el higado de tres de
ellos, es decir, se consiguid la cura parasitologica en la mitad del lote (tablas 30 y 31).
Esto supuso un logro de gran valor y confirmé la importancia del estado de agregacion
de la molécula, ya que dicho aclaramiento se logré sin ningun sintoma de toxicidad en
ningun animal. Los estudios de toxicidad (apartado 4) mostraron que la maxima dosis
de anfotericina B de referencia dimérica encapsulada o no, que se podia administrar
en animales enfermos era de 2.5 mg/Kg. Con esas dosis, ya hemos visto que no se
consiguieron eficacias tan altas como con la forma poliagregada a la dosis de 40
mg/Kg peso, por lo que en los siguientes experimentos decidimos seguir empleando

solo este ultimo estado de agregacion.

Teniendo en cuenta que la formulacién de HSA, conteniendo anfotericina B
poliagregada a la dosis de 40 mg/Kg era tan eficaz, decidimos disefiar un experimento
en el que comparar la forma poliagregada libre y encapsulada en HSA a dosis
intermedias entre la de 2 y la de 40 mg/Kg peso, para estudiar si a dosis mas bajas
de 40 mg/Kg también se conseguia un 100% de reduccion de la carga y para
confirmar las ventajas del uso de la formulaciéon de HSA. Las dosis ensayadas fueron
las de 10 y 20 mg/Kg peso/dia, de nuevo en el periodo sintomatico de la enfermedad
(dosis totales de 30 y 60 mg/Kg peso) (apartado 6 de Resultados). Los resultados
muestran que con ambas dosis se consiguié una alta reduccion de la carga parasitaria
de forma bastante homogénea en todos los animales, siendo la eficacia similar, del
99%, en todos los lotes, es decir, no existian diferencias entre la forma libre y

encapsulada al emplear este estado de agregacion (tablas 35 y 36).
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En definitiva, la formacién de las microesferas no mejoré la eficacia, pero si la
toxicidad aguda porque en los animales tratados con 10 mg/Kg de anfotericina B
poliagregada libre se produjo una alteracion en el comportamiento, de manera que
durante unos pocos minutos permanecieron mas inactivos, y a la dosis de 20
mg/Kg/dia de la forma libre ocurrié lo mismo y ademas murieron la mitad de los
animales. Esto confirmé nuestra teoria sobre las ventajas del encapsulamiento con
HSA, ya que en el lote tratado con la anfotericina B poliagregada formulada en HSA a
la dosis de 20 mg/Kg peso/dia no murié ningun animal. Por lo tanto, al ser similar la
eficacia pero menor la toxicidad, la formulacion de HSA mejora la relacion entre ellas.
No se han realizado ensayos de toxicidad con la dosis de 40 mg/Kg de la forma
poliagregada libre, pero teniendo en cuenta la mayor toxicidad de esta forma a la dosis

de 20 mg/Kg era de esperar que ésta fuera claramente superior.

Por lo tanto, de todos los ensayos realizados con las microesferas de HSA
podemos deducir que, a igual dosis de farmaco (2 mg/Kg/dia), la anfotericina B
monomeérica formulada en HSA es menos eficaz que la anfotericina B dimérica tanto
libre como formulada en HSA. La anfotericina B dimérica formulada en HSA es mas
eficaz que la libre, pero esto no ocurre cuando el farmaco esta en estado
poliagregado, ya que a igual dosis (10 y 20 mg/Kg/dia) la eficacia es similar para la
libre y la formulada. Sin embargo, la anfotericina B poliagregada formulada en HSA es
menos téxica que la libre y que los otros estados de agregacion, con lo cual el margen
terapéutico aumenta considerablemente ofreciendo la posibilidad de una utilizacién
mas segura del farmaco a dosis totales mas elevadas (de hasta 40 mg/Kg/dia), que

permitirian la curacion parasitologica.

También hay que destacar algo muy importante y es que las microesferas de
HSA vacias no presentaron ninguna actividad per se, ni a nivel de eficacia ni a nivel
inmunoldégico, al emplearse en el periodo sintomatico (apartado 5, tablas 30 y 31), a
pesar de haberse ensayado a una cantidad mayor que cuando se hizo en la fase

temprana de la infeccion.

Los polimeros de acido polilactico-co-glicolico (PLGA) son reconocidos
rapidamente por el sistema fagocitico mononuclear cuando se inyectan por via
intravenosa (Allémann y cols., 1998; Walter y cols., 2001). Como Leishmania se

hospeda principalmente en macréfagos de bazo e higado, el uso de estos polimeros
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parecia prometedor. Ademas, son biocompatibles (Walter y cols., 2001),
biodegradables (Allémann y cols., 1998) y existen especialidades farmacéuticas de
administracién parenteral como el Decapeptyl® (Ipsen Pharma). La diferencia entre el
Resomer® RG-502 y el Resomer® RG-503 es el peso molecular y la viscosidad
intrinseca. De entre los dos el mas eficaz fue el Resomer® RG-502, con porcentajes de
reduccion del 72.92 y 71.38 % en bazo e higado, respectivamente, frente al 67.62 y
26.1% obtenidos con el Resomer® RG-503 (tablas 42 y 43). Por lo tanto, no se
llegaron a alcanzar las altas eficacias conseguidas con HSA. En algunos animales no
encontramos reduccion de la carga parasitaria en este momento del sacrifico, aunque
no sabemos qué habia ocurrido en estadios mas tempranos. Ademas, con estos
polimeros murieron varios animales, por lo que pudiera existir un efecto toxico en esta

especie animal, aunque no se han hecho estudios en animales sanos para confirmarlo.

En este mismos ensayo con los polilactatos, se decidid incluir un lote tratado
con Fungizona® a la dosis de 2 mg/Kg/dia. Pero la Fungizona® no consiguié reducir la
carga parasitaria en ningun animal, si no que al contrario de lo esperado, existio mas
carga en ese lote que en el control de infeccion en ese momento del sacrificio. Una
explicacién podria ser que el tratamiento con este medicamento duré mucho menos de

lo recomendado habitualmente, pues se limito solo a tres inyecciones.

En resumen, de las formulaciones empleadas, las de HSA han sido claramente
superiores a las de PLGA. De entre las formulaciones de HSA la mejor fue la que
contenia anfotericina B en estado poliagregado, permitiendo la administracion de dosis
muy altas de farmaco, sin toxicidad aguda. Ademas, no se podria aplicar la misma

dosis (40 mg/Kg peso) con otros polimeros puesto que su dispersibilidad era peor.

Una ventaja importantisima de la formulacién de HSA es que es facil de
preparar, estable y muchisimo mas econdmica que los liposomas convencionales.
Esto supondria una mayor accesibilidad para el tratamiento de la leishmaniosis canina.
Falta por confirmar la ausencia de recaidas en criceto, de hecho se dispone de un lote
de animales tratados con la formulacion de HSA a la dosis de 40 mg/Kg/dia (dosis total
de 120 mg/Kg peso) que a dia de hoy (9 meses después del tratamiento) no presenta
sintomas aparentes de enfermedad y que pretendemos sacrificar después de un largo
periodo de tiempo para confirmar la cura parasitoléogica. Ademas, los primeros

ensayos realizados en perros en colaboracion con el Departamento de Patologia
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Animal | de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid, estan
dando buenos resultados, habiéndose obtenido ya la patente de la nueva formulacion
(N° de Registro: 200300089).

También se realizaron estudios de farmacocinética en colaboracién con el
Departamento de Farmacia Galénica y Tecnologia Farmacéutica, con las formas
dimérica y poliagregada libres y con la forma poliagregada formulada en HSA. Los
resultados de dichos estudios forman parte de la Tesis Doctoral de D. José Antonio
Sanchez Brunete (2003), y de ellos se deduce que la menor toxicidad de la forma
poliagregada podia ser debida a que permanecié en suero en concentraciones
elevadas durante menos tiempo que la forma dimérica y que la menor toxicidad de las
microesferas podia ser debida a que se aclar6 mas rapidamente desde sangre a
tejidos que la anfotericina B libre. De hecho, AmBisome® y otras formulaciones de
anfotericina B también se acumulan mas en los 6rganos dianas que la forma libre

(Croft y cols., 1991; Gradoni y cols., 1993; Gangneux y cols., 1996; Paul y cols., 1997).

Ademas, nuestra nueva formulacion consiguié eficacias mas altas que otras
que se han probado frente a la leishmaniosis visceral. Por ejemplo, nuevas
formulaciones lipidicas de anfotericina B constituidas por péptidos activadores de
macréfagos, mostraron un 79 % de reduccion en bazo frente al 69 % conseguido con
los liposomas convencionales a los 15 dias post-tratamiento, al emplear una dosis
Unica de 1 mg/Kg peso (Agrawal y cols., 2002), por lo tanto, nuestra formulacién de
albumina con anfotericina B en estado poliagregado parece ser mejor, ya que se
consiguio casi un 100 % de reduccion. Por otro lado, las formulaciones realizadas con
surfactantes no idnicos fueron menos eficaces que los liposomas convencionales en la
fase aguda de la enfermedad, cuando contenian anfotericina B como principio activo
(Mullen y cols., 1997); en este trabajo los autores senalan que el estado de agregacion
en las formulaciones era mayoritariamente poliagregado y monomérico. La misma
formulacién fue mas eficaz que los liposomas cuando contenia estibogluconato de

sodio como principio activo (Mullen y cols., 1998).

Otras formulaciones lipidicas mostraron una eficacia 3 veces mayor que la
Fungizona® cuando se ensayaron dosis de entre 0.05 y 3 mg/Kg peso, en la fase
aguda de la enfermedad (Paul y cols., 1997), mientras que las disefiadas con un

biovector anfifilico, mostraron eficacia similar al AmBisome® al emplearse en dosis
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Unica de 0.5 6 25 mg/Kg peso (Loiseau y cols., 2002). El empleo de anfotericina B
conjugada con arabinogalactano, que es un polisacarido natural, sobre todo en su
forma reducida, consiguié una mayor eficacia que la Fungizona® y que el AmBisome®
en ratones Balb/c infectados con L. major (Golenser y cols., 1999); faltaria por ver si
presenta la misma eficacia frente a la leishmaniosis visceral. La asociacion de
anfotericina B con otros lipidos como dimiristol fosfatidilcolina y dimiristol
fosfatidilglicerol fue menos eficaz que el AmBisome® frente a L. donovani in vivo
(Larabi y cols., 2003). Por otro lado, el primer intento de administracién de anfotericina
B por via oral en forma de nanosuspension solo proporcioné una eficacia del 28.6 %

en ratones Balb/c (Kayser y cols., 2003).

4. Efecto del tratamiento sobre la respuesta inmune.

4.1. Respuesta inmune humoral.

En la mayoria de los casos existentes en la bibliografia, al aplicar los
tratamientos farmacolégicos se produjo una recuperacion de la respuesta inmune
celular y un descenso en los niveles de anticuerpos. Asi por ejemplo, en perros
infectados experimentalmente con L. infantum y tratados con Glucantime® se produjo
un descenso en los niveles de anticuerpos, aunque seguian existiendo parasitos en los
ganglios popliteos (Riera y cols., 1999), y en perros tratados con anfotericina B
convencional, se produjo una curacion clinica del 93 %, con disminucién de los niveles
de anticuerpos especificos después del tratamiento (Lamothe, 1997). Al emplear otros
farmacos como el alopurinol en perros infectados naturalmente, disminuyeron la IgG1
y la IgG2 después del tratamiento, pero con predominio de la 1gG2 (Vercammen y
cols., 2002), y los perros respondedores al tratamiento con antimoniales y alopurinol
presentaron baja reactividad por IgG1 e 1gG2, sobre todo frente al antigeno de 67 KDa
(Fernandez-Pérez y cols., 2003). En perros infectados naturalmente con enfermedad
patente y tratados farmacologicamente, la IgG disminuydé mas en los respondedores,
siendo este descenso mayor para la IgG1 que para la 1IgG2. (Solano-Gallego y cols.,
2001).

En nuestro caso observamos que, en términos generales, con la anfotericina B

de referencia en estado dimérico libre no se produjo descenso en los niveles de

anticuerpos con ninguna de las dos dosis empleadas (1 6 2 mg/Kg/dia), tanto en la
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fase temprana, como en el periodo sintomatico de la enfermedad (apartados 2 y 3,
figuras 14, 15, 16, 22 y 23). Otros autores tampoco observaron descenso en los
niveles de anticuerpos después del tratamiento de cricetos o perros con anfotericina B
liposomal (Bories y cols., 1998; Oliva y cols., 1995; Lamothe, 2001) o con antimoniales
(Guarga y cols., 2002), sugiriéendose que los anticuerpos no podrian ser usados como
parametro para valorar la eficacia del tratamiento. Sin embargo, a la dosis de 1
mg/Kg/dia de anfotericina B dimérica formulada en HSA se produjo un descenso o
estabilizacion de la IgG en la fase temprana de la infeccion (apartado 2, figuras 15y
16), y con la anfotericina B en estado dimérico a la dosis de 2 mg/Kg/dia formulada en
HSA, existio un ligero descenso después del tratamiento, con mantenimiento posterior
cuando se administré en el periodo sintomatico de la enfermedad (apartados 3, figuras
22y 23).

Aunque empleando la formulacién de HSA en la fase temprana de la infeccion
se sucedid una recuperacion parcial de la infeccidon con respecto al dia 32 p.i., se
produjo un mantenimiento de los niveles de IgG con respecto a los otros dos lotes, lo
que confirma su ventaja sobre el empleo de la anfotericina B dimérica libre. Al haber
tenido lugar una recuperacion parcial de la infeccion, si hubiéramos sacrificado a los
animales mas tarde, probablemente hubiéramos observado un nuevo aumento de los

niveles de anticuerpos. Pero no disponemos de datos para confirmarlo.

Por lo tanto, en los animales tratados con la formulacion de HSA,
independientemente del estado de agregacion de la anfotericina B, se produjo un
descenso en los niveles de IgG (apartado 3, figuras 22 y 23), lo que coincidia con el
descenso en la carga parasitaria, aunque dicho descenso en la carga parasitaria fue

menor con la anfotericina B monomeérica.

Algunos autores observaron que la recuperacion clinica y la disminucion de los
niveles de anticuerpos especificos eran solo transitorias después del tratamiento con
Glucantime® o con Fungizona®, con recuperaciéon de los valores normales varios
meses después de la terapia (Riera y cols., 1999; Moreno y cols., 1999). El retorno a
esos valores previos seria el causante de las recaidas; un ejemplo de esto fueron 67
perros tratados con anfotericina B, en los que se produjo un descenso en los titulos de
anticuerpos pero con recaida en el 17% de los animales (Delgado, 2000). Aquellos

casos en los que se empled la formulacién de HSA en el periodo sintomatico de la
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enfermedad y el descenso en los anticuerpos no fue tan evidente, pudiera ser debido a
que al estar ya la infeccion mas establecida y con anticuerpos ya elevados, la
formulacién a pesar de disminuir la carga, no fuera capaz de producir un descenso de

anticuerpos mas marcado.

También pudiera ser que como con estas formulaciones la eficacia no fue del
100%, no se consiguié una cura parasitologica total, pudiendo existir recuperacién
parcial de la infeccién, lo que contribuiria al mantenimiento de los anticuerpos en
sangre. De hecho se ha sugerido que los altos titulos de anticuerpos observados en
animales tratados estarian relacionados con una estimulacién inmunolégica por parte
de los parasitos que sobreviven (Alvar y cols., 1994), y que la activacion policlonal de
las células B en cricetos parece depender del numero de amastigotes en el bazo
(Campos-Neto y cols., 1982). También se ha sugerido que la lisis del parasito dentro
del macrofago podria dar lugar a la estimulacion de linfocitos T CD4+ que estimularian

a los B para seguir produciendo anticuerpos (Bourdoiseau y cols., 1997).

Pero lo que si esta claro, es que con la anfotericina B poliagregada se produjo
descenso o mantenimiento de los niveles de IgG a cualquier dosis, tanto con la forma
libre como con la encapsulada. Aunque hay que tener en cuenta que fueron
necesarias dosis altas para observar un efecto mas marcado en el descenso de IgG
(apartados 5y 6, figuras 26, 27, 30 y 31).

La gran eficacia encontrada con nuestra formulacién de anfotericina B
poliagregada formulada en HSA con dosis de entre 10 y 40 mg/Kg/dia, junto con el
mayor descenso en los niveles de IgG al emplearla en periodo sintomatico de la
enfermedad cuando ya existia una infeccion bien establecida, confirmé su ventaja
frente a otras terapias y formulaciones ya existentes y apunta a que la disminucién de
los niveles de anticuerpos si puede ser empleado, en este caso, como parametro de
seguimiento de la eficacia del farmaco en su aplicacion frente a la leishmaniosis

canina.

Ademas, la HSA a pesar de ser una proteina, no produjo ningin cambio en la
respuesta inmune humoral (apartados 2.3 y 5, figuras 20, 21, 26 y 27). En este sentido
hay que destacar que la albumina sérica bovina ha sido empleada con éxito conjugada

con metotrexato, en ratones Balb/c afectados de leishmaniosis visceral,
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demostrandose su union especifica a macréfagos y su internalizacion y degradacion
en los lisosomas, permitiendo la total liberalizacion del farmaco (Chakraborty y cols.,
1990).

La proliferacion de linfocitos B, causantes del exceso de produccién de
anticuerpos, da lugar a la formaciéon de inmunocomplejos circulantes (Lopez y cols.,
1996). La acumulacién de esos inmunocomplejos a nivel del glomérulo renal produce
glomerulonefritis, constituyendo uno de los mecanismos patégenos que influyen en el
agravamiento y letalidad en la leishmaniosis visceral. Asi, en cricetos infectados por L.
donovani se encontraron lesiones renales causadas por inmunocomplejos y claros
depdsitos de antigenos e inmunoglobulinas (Oliveira y cols., 1985; Sartori y cols.,
1987; Sartori y cols., 1991). Y en cricetos infectados con L. infantum se demostré que
los animales asintomaticos no presentaban inmunocomplejos en rifién (Requena y
cols., 2000).

Teniendo en cuenta todo esto, decidimos determinar los inmunocomplejos en
rindn solamente en aquellos experimentos en los que habia existido una gran eficacia
parasitolégica y una importante disminuciéon en los niveles de anticuerpos, porque
considerabamos que en los demas experimentos no ibamos a encontrar diferencias
sustanciales con respecto al control de infeccion. Los resultados muestran que en los
lotes tratados con las dosis de 10, 20 y 40 mg/Kg/dia de anfotericina B poliagregada
formulada en HSA, existieron menos inmunocomplejos en rifidn que en los lotes
control de infeccion (apartados 5 y 6, figuras 29 y 34). Dicha disminucién supondria
una mejoria en el curso de la enfermedad y, como era de esperar, fue mayor con la
dosis de 40 mg/Kg/dia de anfotericina B poliagregada formulada en HSA. Con la
anfotericina B poliagregada a la dosis de 20 mg/Kg/dia libre, la disminucién de
inmunocomplejos fue menor y ello podria ser debido a la mayor toxicidad de la
anfotericina B libre, ya que hay que recordar que este principio activo produce

nefrotoxicidad.

En la técnica de western-blot, el empleo de diferentes antigenos, como
promastigotes de la fase exponencial o estacionaria, los diferentes grados de
reduccion debido a una diferente concentraciéon de SDS y 2-mercaptoetanol en el
tampdn de muestra y la separacion de las fracciones solubles y del pellet, contribuyen

mucho a la variabilidad de resultados entre unos laboratorios y otros. Ademas, el
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tamano de los geles y la concentracion de poliacrilamida, asi como los distintos
marcadores de peso molecular pueden causar variaciones a la hora de interpretar los
resultados. En la leishmaniosis visceral aguda humana estan presentes los antigenos
de 14 y 16-18 KDa, apareciendo en el 80% de los individuos con prueba cutédnea
positiva (Marty y cols, 1994). Ademas de esos antigenos, los de 21, 23 y 31 KDa se
consideran buenos marcadores de leishmaniosis visceral sintomatica, pudiendo

desaparecer después del tratamiento (Mary y cols., 1992; Marty y cols., 1995).

En nuestro caso, no pudimos realizar una comparacion con lo sucedido en
criceto, ya que no existen estudios sobre el efecto del tratamiento farmacoldgico en el
perfil de reconocimiento antigénico en este modelo animal. Para nosotros, lo mas
significativo fue la desaparicion de la banda de 55 KDa en los animales tratados con la
formulacién de albumina sérica humana, siendo ese efecto mas marcado al emplear
las dosis de 10, 20 y 40 mg/Kg/dia, lo que estaba totalmente correlacionado con la

gran eficacia obtenida (apartados 5 y 6, figuras 28, 32 y 33).

En la leishmaniosis visceral canina, dependiendo de los autores, existe gran
variabilidad en los perfiles de reconocimiento antigénico debido a la falta de
estandarizacion mencionada anteriormente. Después del tratamiento farmacolégico
desaparecieron bandas como las de 12-14 KDa (Riera y cols., 1999) 6 las de 26, 29,
34-35.4 KDa y 67 KDa (Fernandez-Pérez y cols., 1999; Vercammen y cols., 2002;

Fernandez-Pérez y cols., 2003).

Concretamente, en sueros de perros infectados naturalmente y tratados con
Glucantime® y alopurinol se observo, en geles al 12.5 %, que antes del tratamiento
aparecian bandas de 26, 29, 34, 35.4, 42, 45, 50, 57 y 67 KDa, con mayor reactividad
frente a las proteinas de 67 KDa y de 29 KDa, existiendo una marcada pérdida de
reactividad después del tratamiento, dependiendo de los antigenos considerados. Los
antigenos de 26, 34 y 35.4 KDa mostraron una rapida respuesta al tratamiento cuando
estaban presentes antes del mismo, desapareciendo a la vez que se produjo la
mejoria clinica, es decir, su reconocimiento estaba restringido a periodos activos de la
enfermedad, sugiriéndose que podrian ser usados como marcadores en estudios
epidemiolégicos y en el seguimiento de perros tratados. Ademas, la restriccién del

antigeno de 26 KDa a periodos de infeccidén activa podria se util para determinar el
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estado infectivo de los animales infectados hacia el vector (Fernandez-Pérez y cols.,
1999).

Al tratar perros naturalmente infectados con alopurinol, su suero reacciond con
antigenos de 17, 19, 26, 29, 34, 35.4, 50-57, 67, 68-94, >94 KDa, disminuyendo con el
tratamiento la reactividad frente a las bandas de 29 y 67 KDa por parte de la 1gG2
(Vercammen y cols., 2002). Cuando se compararon perros naturalmente infectados
tratados con antimoniales y alopurinol y no tratados, aparecieron bandas de 29-30, 34-
35.4, 42-45, 50-57 y 67 KDa en los no tratados, aunque con predominio de las de 29 y
50-57 KDa, siendo la IgG2 mucho mas responsable de ese reconocimiento que la
IgG1, cuya reactividad practicamente se restringia a la regién de 67 KDa. En la
mayoria de los casos, los perros resistentes mostraron una respuesta predominante
por IgG2 frente a los antigenos de 45 y 67 KDa, mientras que en los tratados
desaparecio el reconocimiento de la regién de 67 KDa por parte de la IgG1

(Fernandez-Pérez y cols., 2003).

En nuestro caso las bandas de bajo peso molecular no aportaron gran
informacién, pero proponemos la de 55 KDa como marcador de la eficacia del
tratamiento. También hay que tener en cuenta que los anticuerpos del criceto no
tienen por qué reconocer las mismas proteinas que los del perro y que nuestros geles
fueron realizados en gradiente de acrilamida al 5-20 %, mientras que la mayoria de los
autores utilizan geles de entre 10 y 15 %, por lo que la interpretacion de los resultados

podria ser distinta.

4.2. Respuesta inmune celular.

Como ya vimos en la discusion del modelo en criceto, los animales infectados
con dosis mas altas presentaron porcentajes mayores de células CD4+ en bazo que

los infectados con la dosis menor.

No hemos realizado un experimento en el que se hayan ido sacrificando los
animales a distintos tiempos, pero con los datos que tenemos observamos que
dependiendo del dia de sacrificio existid un aumento o mantenimiento del porcentaje
de células CD4+ en bazo, en los lotes control de infeccidon con respecto a los animales

sanos. En los dias 32 y 135 p.i. se produjo ese aumento (tablas 11 y 15); en el dia 146
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p.i., que fue cuando se realizaron la mayoria de las determinaciones (tablas 25, 32 y
37), existid mantenimiento casi siempre, pero sin embargo, a dia 154 p.i. observamos
de nuevo aumento (tabla 3). Pudiera ser que existieran fluctuaciones dependiendo del
momento de evolucion de la infeccidn, pero como no realizamos una determinaciéon de
la carga parasitaria en funcién del tiempo no pudimos correlacionar ambos parametros

en ese sentido.

El hecho de que existiera un aumento de células CD4+ en los animales
infectados parece estar en contradiccién con lo que han observado otros autores en
perro, ya que existen varios trabajos que han demostrado que con el progreso de la
infeccidn se producia un descenso de dicha subpoblacién (Bourdoiseau y cols., 1997;
Moreno y cols, 1999; Guarga y cols., 2000; Guarga y cols., 2002). Sin embargo, estos
autores realizaron dicha determinacion en sangre periférica, mientras que nosotros lo
hicimos en bazo, no existiendo otros trabajos similares en criceto. Moreno y cols.
(1999) demostraron que en perros infectados experimentalmente la pérdida de células
T en sangre ocurria muy pronto en la infeccién, durante el periodo prepatente de la
enfermedad, cuando aun no eran evidentes otros sintomas clinicos, pero el
mecanismo responsable de la pérdida de CD4+ en sangre no se conoce. Podria ser
que se hubiera producido apoptosis por un fallo en la presentacion antigénica, pero
también pudiera ser que se produjera la expresion de citoquinas de tipo Th2

inmunosupresoras.

Guarga y cols. (2000) sugirieron que el descenso de linfocitos en sangre podria
ser la consecuencia de su migracion especifica hacia otros érganos. Pinelli y cols.
(1994) especularon con la posibilidad de que la ausencia de hipersensibilidad
retardada en perros susceptibles estuviera causada por un atrapamiento de linfocitos
antigeno-especificos en sus 6rganos linfoides, y Milon y cols. (1986) mostraron que los
nodulos linfaticos de ratones susceptibles tenian mas células CD4+ que los de los
resistentes. De hecho, el aclaramiento de parasitos de la piel se correlacioné con una
infiltracién y activacion de células CD4+ y CD8+ en ratones infectados
intradérmicamente (Ahmed y cols., 2003). En este sentido, si tenemos en cuenta que
en nuestro caso encontramos en varios momentos de sacrificio, un aumento de células
CD4+ en bazo, podria ser que hubieran migrado desde sangre, tal y como proponen

estos autores.
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El hecho de que migren hacia 6rganos especificos podria ser para intentar
contrarrestar la infeccion en érganos diana, junto con las células CD4+ ya existentes.
Engwerda y cols. (2000) senalaron que el desarrollo del granuloma en bazo para
intentar contrarrestar la infeccion requeria células CD4+, CD8+, IL-12, IFN-y e IL-2 en
ratones infectados con L. donovani. Pero era evidente que no lo conseguian por
alguna razén. Una posible explicacion seria que las células T CD4+ estuvieran
activadas hacia un fenotipo Th2 productor de citoquinas incapaces de controlar la
infeccién. En ese mismo trabajo se mostré que el fallo en resolver la infeccion en
ratones infectados con L. donovani parecia implicar un fracaso de las células T y NK
para activar eficazmente a los macrofagos infectados de la zona marginal del bazo;
por otro lado, los macréfagos infectados podrian fallar en producir quimioquinas
atrayentes, adecuadas para llevar a las células efectoras hacia su entorno; también
podria ser que las células infectadas fueran incapaces de activar mecanismos
microbicidas intrinsecos, después de la exposicién a citoquinas y ligandos derivados
de las células T y NK; y por ultimo, los macrofagos infectados podrian inactivarse a si
mismos y a las células T, mediante la produccion de factores solubles supresores o a

través de interacciones antagonistas.

Otros trabajos mostraron que el incremento en la actividad de otras
poblaciones celulares como las NK tampoco fue capaz de frenar la progresion de la
enfermedad (Sartori y cols., 1999). En otros estudios empleando ratones infectados
con L. chagasi, se vio que se producia un incremento progresivo de parasitos en bazo,
a pesar de la extensa activacion de las células T in situ, debido a una sefalizacion
negativa a través de CTLA-4 (que es un receptor de células T para los ligandos B7),
que parecia jugar un papel importante en restringir la activacion de las células T y la
muerte del parasito en esos ratones con enfermedad cronica (Gomes y cols., 1998).
Sin embargo, en ratones Balb/c infectados con L. donovani, si se encontraron células
T helper respondedoras que podrian mediar en el descenso de la carga parasitaria
durante la infeccién (Holaday y cols., 1988), pero hay que recordar que en ese modelo

experimental si se consigue controlar la infeccion.

Por otro lado, se ha sugerido que el fallo funcional selectivo de las células
presentadoras de antigeno para estimular linfocitos T especificos podria ser debido a
su incapacidad para procesar y presentar los antigenos en el contexto del CMH de tipo

'y se ha apuntado la posibilidad de que productos toxicos liberados por los
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macrofagos infectados pudieran ser responsables de la ausencia de estimulacion
(Rodrigues Jr y cols., 1992). En ratones se demostré que los macréfagos parasitados
presentaban un descenso en la capacidad para expresar moléculas de Complejo
Mayor de Histocompatibilidad de clase Il (Reiner y cols., 1988), y eran incapaces de
liberar sefales coestimulatorias a las células T helper (Saha y cols., 1995). También
se observo un descenso en la expresion de moléculas coestimulatorias, como B7, en
macrofagos caninos (Pinelli y cols., 1999) lo que serviria al parasito como mecanismo
adicional para evadir la respuesta inmune del hospedador y podria contribuir al
deterioro de la respuesta inmune protectora mediada por células T. Como
consecuencia, la débil presentacion del antigeno por parte de los macréfagos
infectados a las células T helper, es decir, el fallo en la coestimulacion, podria dar
lugar bien a una anergia de las células T respondedoras o bien a una muerte celular

programada, o apoptosis, de dichas células.

En otros 6rganos como el glomérulo y el intersticio renal de perros afectados de
leishmaniosis visceral también se encontraron infiltrados de células T CD4+ (Costa y
cols., 2000), hecho que viene a apoyar la hipétesis de que las células CD4+ podrian
migrar desde sangre hacia otros 6rganos, aunque debido a todas las posibles causas

expuestas anteriormente, no serian capaces de hacer frente a la infeccion.

Guarga y cols. (2000) emplearon dobles marcajes (CD4/CD45RA) para
diferenciar las células T helper nativas de las activadas. Nosotros no pudimos realizar
ese doble marcaje para estudiar la activacion celular. Lo que si encontramos en
algunos casos, es que algunos animales con porcentajes mayores de células CD4+
dentro de su lote, presentaron mayores niveles de anticuerpos y a veces eso también
coincidié con una mayor carga parasitaria que en los demas animales de su lote. Al no
poder combatirse la infeccién por parte de las células CD4+, la alta carga parasitaria
existente seria la causante de los altos niveles de anticuerpos debido a una
estimulaciéon inmunoldégica (Alvar y cols., 1994) ya que, como ya hemos mencionado
anteriormente, la activacion policlonal de las células B en cricetos parece depender del
numero de amastigotes en el bazo (Campos-Neto y cols., 1982). En este sentido,
Bourdoiseau y cols. (1997) observaron un descenso en sangre de los linfocitos que
llevaban marcadores de células B, lo que estaria en contradiccién con el hecho de la
hipergammaglobulinemia que se produce en la leishmaniosis canina visceral, pero hay

que tener en cuenta que esas ceélulas son menos numerosas en sangre porque se
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infiltran en nddulos linfaticos, placas de Peyer, foliculos esplénicos y médula 6sea y es

desde ahi donde ocurre la sintesis de anticuerpos.

Cuando se ensay6 la formulacién de HSA conteniendo anfotericina B dimérica
a la dosis de 1 mg/Kg/dia en la fase temprana de la infeccion, existi6 mayor porcentaje
de células CD4+ en bazo en el dia 135 p.i. con respecto al control de infeccién (tabla
15), aunque desde el momento del tratamiento se produjo un descenso o
mantenimiento de los anticuerpos. Hay que tener en cuenta que en ese tiempo de
sacrificio, la eficacia de la formulacion de albumina habia diminuido con respecto al dia
32 p.i. y pudiera ser que se estuviera empezando a recuperar la infeccién hacia
valores normales de nuevo, por lo que estuviera empezando a aumentar la llegada de
células CD4+ a bazo para intentar contrarrestar esa infeccion junto con las ya
existentes. O que se hubiera producido un aumento de clones CD4+ Th1 para seguir
luchando contra la infeccion. Desafortunadamente, no determinamos las células CD4+
entre el dia 32 y 135 p.i. Como la activacion policlonal de las células B en cricetos
parece depender del numero de amastigotes en el bazo (Campos-Neto y cols., 1982),
si se estuviera produciendo esa recuperacion de la infeccidon y hubiéramos sacrificado
a los animales mas tarde, probablemente hubiéramos encontrado de nuevo un
aumento en los niveles de anticuerpos a partir de dia 135 p.i. Ese aumento de células
CD4+ también se observo a dia 146 p.i. al emplear la formulacion de HSA conteniendo
anfotericina B monomeérica en la fase crénica de la enfermedad (tabla 25). Hay que
tener en cuenta también la baja eficacia de dicha formulacion y su mayor toxicidad, lo
que podria contribuir a exacerbar los sintomas de la enfermedad y la explicacion en
cuanto a los porcentajes de células CD4+ y los niveles de anticuerpos seria la misma

que en el caso anterior.

Con las formulaciones de HSA conteniendo anfotericina B dimérica o
poliagregada a dosis bajas, no se observaron practicamente cambios en dicha
subpoblacion en el dia 146 p.i. con respecto al control de infeccién (tabla 25). Esto
pudo ser debido a que a pesar de ser muy eficaces, el descenso en el nimero de
parasitos no fuera lo suficientemente alto como para observar cambios en la
subpoblacion CD4+. Lo mismo ocurrié con las formulaciones de PLGA (datos no
mostrados), siendo estas menos eficaces que las anteriores. Tampoco sabemos qué

ocurrié en estadios intermedios entre el tratamiento y el dia del sacrificio.
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Pero lo mas significativo de todo fue que con dosis de entre 10 y 40 mg/Kg/dia
de anfotericina B poliagregada se produjo un claro descenso de dicha poblacién con
respecto al control de infeccion en todos los casos (tablas 32 y 37). En la leishmaniosis
canina se produjo una recuperacion de los linfocitos CD4+ en sangre después de la
terapia farmacoldgica (Bourdoiseau y cols., 1997; Moreno y cols., 1999; Guarga y
cols., 2002). Si tenemos en cuenta nuestra hipétesis de que con la enfermedad los
linfocitos CD4+ disminuirian en sangre por una migracion hacia érganos especificos,
con la terapia, el aumento de dicha poblacién en sangre podria ser debido a la
migracién de dichas células en sentido contrario, desde bazo a sangre, por no ser
necesarias ya en bazo. Es decir, aumentarian las células CD4+ en sangre
coincidiendo con lo observado en perro, aunque no disponemos de datos en sangre

para confirmarlo.

Otra posible explicacién, es que se podria haber producido un efecto
inmunomodulador por parte de la anfotericina B, que solo se observaria a partir de
determinadas dosis. Como ya vimos en la revisiébn bibliografica, varios trabajos
mostraron que la anfotericina B a altas concentraciones, que estan por encima del
maximo nivel sérico obtenido en humanos, modificaban la funcién de las células B, T y
polimorfonucleares (Marmer y cols., 1981; Walls y Key, 1982; Mehta y cols., 1985). La
anfotericina B también influyé en la respuesta inmune humoral y celular, asi como en
la activacion de macrofagos (Brajtburg y Bolard, 1996). Pero la proliferacion de células
T estuvo menos inhibida por anfotericina B incorporada en liposomas que por
Fungizona® in vitro (Boggs y cols., 1991), lo que apunta a la importancia del
encapsulamiento o carrier en el efecto de la molécula. Asi, concentraciones muy altas
de Fungizona® inhibieron la proliferacién de los esplenocitos de ratén, mientras que
altas concentraciones de AmBisome® no tuvieron efecto (Schindler y cols., 1993).
También se vio que la anfotericina B influia en el procesamiento del antigeno y en la
presentacion por parte de las células infectadas, en ratones infectados con Listeria
monocytogenes (Geginat y cols., 1999). De todas formas, hay que tener en cuenta que
la sensibilidad de las células del sistema inmune a la anfotericina B parece depender
de la especie animal, la magnitud del estimulo empleado para activar a los linfocitos, y
de otras propiedades de los mismos, como por ejemplo su estado de diferenciacion
(Boggs y cols., 1991). En realidad, existe controversia en cuanto al efecto

inmunomodulador y los diferentes resultados obtenidos pudieran ser debidos a una
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influencia del estado de agregacién de la molécula, aunque todos estos autores no

mencionan dicho estado.

En nuestro caso decidimos realizar un ensayo para comprobar si la anfotericina
B poliagregada formulada en HSA, ejercia algun efecto per se sobre la poblacion
CD4+ esplénica en cricetos sanos (apartado 7 de Resultados), encontrando que a
dosis altas de 40 mg/Kg/dia se producia un descenso de dicha poblacién tanto a dia 3
p.t. (76 p.i.), como a dia 76 p.t. (146 p.i.) (tablas 39 y 40). A dia 3 p.t. también se
produjo descenso de la poblacién CD4+ con la dosis de 2 mg/Kg/dia, pero ese

descenso no se mantuvo a dia 76 p.t.

Por lo tanto, podriamos pensar que con dosis por encima de 10 mg/Kg/dia de
anfotericina B poliagregada, se produciria una disminuciéon debido a un efecto de la
anfotericina B per se sobre dicha subpoblacién, por un mecanismo independiente de
su actividad quimioterapéutica, ya que se ha demostrado que la anfotericina B no
requiere células T, IL-12 & IFN-y para ejercer su accion frente a Leishmania, al
contrario de lo que ocurre con los antimoniales pentavalentes o con la pentamidina
(Murray y cols., 1993; Murray, 2000; Murray y cols., 2000; Murray y Delph-Etienne,
2000; Murray y cols., 2001). Aun asi, como no hemos podido determinar el efecto de la
formulacion sobre otras subpoblaciones linfocitarias, no podemos extraer una

conclusion definitiva.

En las leishmaniosis viscerales humanas causadas por L. donovani y L.
infantum, la principal caracteristica inmunoldgica es la supresion total de la
hipersensibilidad celular que da lugar a la multiplicaciéon incontrolada del parasito y a
intradermorreaccién de Montenegro negativa, que sélo se hace positiva varios meses
después de la curacion del enfermo. Los casos subclinicos o asintomaticos se
caracterizan por bajos niveles de anticuerpos, pero pueden mostrar anergia a los
antigenos intradérmicos y desarrollar por lo tanto la enfermedad, o convertirse en
seronegativos y positivos a la prueba cutanea, sugiriéndose una cura espontanea.
Durante la leishmaniosis visceral aguda los pacientes no responden a la prueba
cutanea, mientras que 6-12 meses después de la terapia exitosa, el test se convierte
en positivo. Tanto la cura espontanea, como la inducida por farmacos se cree que se
producen por una fuerte respuesta inmune protectora (revisado en Gradoni, 2001). En

el caso de los perros, como ya hemos visto, los sujetos pueden ser divididos en varios
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grupos: los que presentan anticuerpos negativos y respuesta proliferativa celular frente
al antigeno de Leishmania (resistentes), los que presentan anticuerpos positivos y
respuesta celular negativa (susceptibles), o puede ser que existan anticuerpos y
células positivas (Cabral y cols., 1992; Cabral y cols., 1993; Cabral y cols., 1998;
Pinelli y cols., 1994; De Luna y cols., 1999).

Asi por ejemplo, existié proliferacion celular frente al antigeno de Leishmania
en células sanguineas de algunos perros asintomaticos, sin embargo, algunos de los
perros no respondedores al antigeno probablemente estuvieran inmunodeprimidos
porque sus células tampoco fueron capaces de responder a concanavalina A (Cabral y
cols., 1992). Mas tarde se confirmaron esos resultados, existiendo proliferacion celular
frente al antigeno y frente a concanavalina A en perros asintomaticos, aunque frente al
mitdgeno existid6 mucha variabilidad en la respuesta (Cabral y cols., 1993, Cabral y
cols., 1998). También se observo proliferacion frente al antigeno y a concanavalina A
en las células sanguineas de perros asintomaticos, con inhibicion de la proliferacion
antigeno-especifica en los animales sintomaticos. Sin embargo, estos ultimos
animales también presentaron respuesta celular frente a concanavalina A de forma

similar a la de los animales sanos y asintomaticos (Pinelli y cols., 1994).

Estos resultados no concuerdan con los de De Luna y cols. (1999), ya que
estos autores observaron inhibicion de la proliferacion celular frente a antigenos y
mitégenos (concanavalina A, fitohemaglutinina y PWM) en perros sintomaticos
infectados naturalmente, demostrandose que dicha inhibicién se producia desde
estadios tempranos de la infeccién. Pero hay que tener en cuenta que los primeros
autores usaron perros beagle infectados con una dosis simple de parasito y que
evolucionaron lentamente hacia al enfermedad, y sin embargo, De Luna y cols.
emplearon perros naturalmente infectados, que podrian haber recibido picaduras
multiples con la subsiguiente mayor estimulacién de las células T, que podria provocar
un perfil Th2 marcado por una profunda depresion de la respuesta. Las diferencias
también podrian ser debidas al distinto niUmero de perros usado, las distintas razas, la

cepa de Leishmania aislada, etc.
En nuestro caso también encontramos ausencia de respuesta frente a los

mitdgenos en los animales control de infeccidén, y como veremos mas adelante, esto

concordaba totalmente con lo observado en criceto. En otros estudios con perros
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experimental y naturalmente infectados se inhibié la respuesta frente al antigeno de
Leishmania y no se alteré tanto la proliferacion frente a mitdégenos, pero ésta fue
ligeramente menor que en los animales sanos, siendo siempre la respuesta mayor
frente a concanavalina A que frente a fitohemaglutinina, al igual que en nuestro caso, y
mayor en los experimental que en los naturalmente infectados (Martinez-Moreno y
cols., 1995). Rhalem y cols. (1999) tampoco encontraron respuesta frente al antigeno
en perros natural o experimentalmente infectados, existiendo proliferacién frente a

concanavalina A, pero en los sintomaticos menos que en los asintomaticos o sanos.

En ratones Balb/c afectados de leishmaniosis visceral tampoco existio
respuesta proliferativa frente al antigeno en los primeros estadios de la infeccion, pero
como estos animales fueron capaces de controlar la infeccién, con el transcurso del
tiempo se recuperd la capacidad proliferativa antigeno-especifica (Murray y cols.,
1982).

En cricetos existen pocos trabajos al respecto, pero se observa claramente una
profunda inmunosupresion como consecuencia de la leishmaniosis visceral. Asi por
ejemplo, se encontré una disminucion en la capacidad de los linfocitos esplénicos para
proliferar frente a concanavalina A a los 15 dias p.i. en cricetos consanguineos,
mientras que en cricetos dorados (Syrian golden) la inhibicidn aparecié mas tarde,
pero después del dia 35 p.i. todos presentaron una respuesta suprimida, siendo
bajisima la respuesta en los ultimos estadios de la infeccién. Frente al antigeno de
Leishmania, en el dia 21 p.i. aun existié proliferacion pero desde ese momento hasta
el dia 60 p.i. disminuyé muchisimo (Nickol y Bonventre, 1985). En nuestro caso
también encontramos una fuerte inmunosupresion desde estadios tempranos de la
infeccién (dia 32 p.i.) (tabla 12), que se mantuvo hasta estadios mas tardios (dia 1356
145 p.i.) (tablas 16, 26, 33 y 39). Estos autores sugirieron la presencia en el purificado
de células de una poblacion supresora antigeno-especifica (no adherente) de tipo T,
que seria la causante de la pérdida de respuesta frente a mitdgenos y antigenos. Rica-
Capela y cols. (2003) también observaron disminucion de la respuesta linfoproliferativa
en cricetos infectados con promastigotes o amastigotes por via intraperitoneal a
medida que avanzaba la infeccién. Ademas, se observé que la activacién policlonal de
células B que daba lugar a la secreciéon de inmunoglobulinas estaba asociada con la
inhibicion de la respuesta celular T frente a fitohemaglutinina (Bunn-Moreno y cols.,

1985). Por eso a lo mejor nosotros solo observamos recuperacién de la respuesta
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frente a fitohemaglutinina en aquellos animales en los que se produjo una mayor
disminucion de los niveles de anticuerpos, es decir en los tratados con las dosis de 10,

20 y 40 mg/Kg/dia de anfotericina B poliagregada formulada en HSA (tablas 33 y 39).

En cricetos infectados intradermicamente con L. donovani, las células linfoides
si fueron capaces de proliferar frente al antigeno, mientras que en los infectados
intracardiacamente las células de bazo, nédulo linfatico o sangre no proliferaron frente
al antigeno y ademas las células de bazo no proliferaron frente a concanavalina A,
pero las de sangre si (Gifawesen y cols., 1989). Al contrario que Nickol y Bonventre
(1985) estos autores atribuyeron la falta de respuesta a las células adherentes, ya que
al eliminar esas células del purificado de bazo se recuperé la respuesta frente al
antigeno, pero en sangre no ocurrié lo mismo. Esas células adherentes con capacidad
supresora, serian macrofagos y no linfocitos T, que estarian presentes solo en bazo y
no serian responsables del fallo en la respuesta frente al antigeno de las células
sanguineas. Por lo tanto, la ausencia de respuesta frente al antigeno en sangre no
seria debido a la presencia de células supresoras adherentes similares a las del bazo,
sino que podria ser debida al recogimiento selectivo de células antigeno-reactivas a
areas con alta carga parasitaria como el bazo o a la presencia de factores supresores

en el suero.

Mas tarde se confirmé que las células adherentes de cricetos infectados con L.
donovani inhibian la proliferaciéon frente al antigeno in vitro de células de ndédulos
linfaticos de cricetos inmunizados con antigeno de Leishmania (Rodrigues Jr. y cols.,
1998). La eliminacién de células adherentes también restaurd la respuesta proliferativa
frente a fitohemaglutinina + ionomicina, apuntando a la posibilidad de algin defecto
intrinseco en la ruta de senalizacion-transduccion de la activacion y proliferacion de
linfocitos, siendo la produccion de NO en parte responsable de la inhibicion de la
proliferacion en células expuestas a concanavalina A (Dasgupta y cols., 1999). Mas
recientemente, se ha demostrado que el acido okadaico y el anti-TGF restauraban la
respuesta linfoproliferativa después de la estimulacién con fitohemaglutinina +
ionomicina; es decir, las células adherentes ejercen un efecto supresor en las no
adherentes mediante la inhibicién de la ruta de activacién en la que participa la
proteinkinasa (Mookerjee y cols., 2003). En ratones Balb/c afectados de leishmaniosis
visceral la inhibicién de la respuesta celular también se habia asociado a la presencia

de células supresoras esplénicas de tipo adherente (Murray y cols., 1982).
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Pero también se demostré que factores del suero de cricetos infectados con L.
baziliensis suprimian la proliferacion celular frente a mitégenos (O’Daly y cols., 1986) y
en el suero de cricetos infectados con L. donovani existian factores que suprimian la
proliferacion celular (Evans y cols., 1990). Ademas, se inhibié la proliferacion de
células esplénicas frente a concanavalina A al afadir suero de cricetos infectados,
restaurandose al afiadir albumina sérica bovina (que se caracteriza por su unién a
acidos grasos) por lo que los factores supresores del suero podrian ser lipidos,

lipoproteinas y otros acidos grasos (Vasconcellos y cols., 1996).

En cualquier caso, independientemente de la causa de la inhibiciéon de la
respuesta celular, después del tratamiento con antimoniales o pentamidina se produjo
una restauracion parcial o total de la proliferacion linfoblastica frente al antigeno
(Bourdoiseau y cols., 1997; Rhalem y cols., 1999; Rhalem y cols., 1999). Y después
del tratamiento con anfotericina B (Intralipid®) también se restaurd la respuesta
proliferativa frente al antigeno y frente a fitohemaglutinina, pero a los 5 meses se
recuperaron los valores normales (Moreno y cols., 1999), reflejando la ausencia de
respuesta frente a fitohemaglutinina la severa inmunodepresiéon existente. Esto
también lo observaron Guarga y cols. (2002), encontrando recuperacion de la
respuesta frente a fitohemaglutinina y frente al antigeno después del tratamiento con
Glucantime®, pero con retorno posterior a los valores previos de no-respuesta. Por lo
tanto, en algunos casos existiria un alto grado de inmunosupresion que el tratamiento
no es capaz de restaurar. En otros casos los perros tratados con antimoniales
mostraron respuesta proliferativa variable (Fernandez-Pérez y cols., 2003). En el caso
de los cricetos, después del tratamiento con Glucantime® se restaurd la proliferacion
antigeno-especifica, aunque siguié estando bastante deprimida frente a concanavalina
A (Nickol y Bonventre, 1985). Al emplear estibogluconato de sodio también se restauro

la respuesta celular después del tratamiento (Evans y cols., 1990).

Analizando nuestros resultados, encontramos que con el empleo de la pauta de
tratamiento en la fase temprana de la infeccién no se produjo recuperacion de la
proliferacion celular como consecuencia del tratamiento en los dias de sacrificio (32 y
135 p.i.) (tablas 12 y 16), pero desconocemos lo ocurrido en estadios intermedios.
Pudiera ser que a dia 32 p.i. aun fuera muy pronto para poder observar recuperacion
de la proliferacion celular por efecto del tratamiento, y si de dia 32 p.i. a dia 135 p.i. se

hubiera producido dicha recuperacion, ésta habria sido solo transitoria al igual que
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observan Moreno y cols. (1999) y Guarga y cols. (2002). O también pudiera ser, que
como aun existian muchos parasitos en los érganos a pesar de la reduccion de la
carga parasitaria por efecto del tratamiento, siguiera existiendo inhibicion de la
proliferacion celular durante todo el periodo, es decir, seguiria existiendo
inmunosupresion, ya que el descenso en la proliferacién de las células frente a los

antigenos parece ser dependiente de la carga parasitaria (Pinelli y cols., 1999).

En cuanto al empleo de la pauta de tratamiento en el periodo sintomatico, en
general observamos que con la anfotericina B dimérica libre o formulada en HSA y con
la anfotericina B poliagregada formulada en HSA a la dosis de 2 mg/Kg/dia, se produjo
cierta recuperacion de la proliferacion celular frente a concanavalina A (tabla 26).
Solamente en algun animal de los lotes tratados con las microesferas de PLGA,
conteniendo anfotericina B poliagregada a la dosis de 2 mg/Kg/dia, existid cierta
proliferacion frente a concanavalina A (datos no mostrados). En estos experimentos
con los estados de agregacion formulados en HSA o con las microesferas de PLGA,
también disponemos solo de datos de linfoproliferacién celular en el dia del sacrificio y
desconocemos lo ocurrido justo después del tratamiento o en otros estadios
intermedios. Aquellos casos en los que no se produjo proliferacion frente a
fitohemaglutinina o al antigeno, a pesar de haber existido cierta eficacia, podrian ser
reflejo de la inmunosupresion aun existente. También pudiera ser que entre el
tratamiento y el momento del sacrificio se hubiera producido una recuperacion de la

respuesta antigeno-especifica solo transitoria.

Lo que esta claro es, que fueron necesarias dosis mas altas de anfotericina B
poliagregada para observar ademas de proliferacion frente a concanavalina A,
proliferacion frente a fitohemaglutinina y frente al antigeno en el dia del sacrificio (145
p.i.). Es decir, solo en aquellos animales en los que se produjo un total aclaramiento
de los parasitos o en los que se produce una reduccién muy elevada de la carga
parasitaria (dosis de 10, 20 y 40 mg/Kg/dia de anfotericina B poliagregada), se
observd proliferacion antigeno-especifica. Hay que sefialar que los indices de
estimulacién frente a los mitégenos en estos animales no llegaron a alcanzar aun los
valores de los animales sanos. A lo mejor era necesario que transcurriera mas tiempo
para observar una mayor proliferacion, aunque, como ya hemos mencionado
anteriormente no sabemos lo que ocurrié en puntos intermedios entre el momento del

tratamiento y el sacrificio de los animales. En humanos por ejemplo, la
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hipersensibilidad celular solo se hizo totalmente positiva varios meses después de la

curacion del enfermo (Carvalho y cols., 1981).

Moreno y cols. (1999) sugirieron que la pérdida de células CD4+ en sangre
durante la leishmaniosis visceral canina seria responsable de la anergia frente a
antigenos y mitdgenos en esas células sanguineas y demostraron que el aumento de
células CD4+ en sangre después de la terapia se correlacioné con la restauraciéon de
la respuesta frente a mitdgenos. Sin embargo, en nuestro caso a pesar del descenso
en la subpoblacion CD4+ en bazo, al emplear dosis por encima de 10 mg/Kg/dia de
anfotericina B poliagregada, se consiguio recuperar la respuesta celular proliferativa.
Pudiera ser que la ausencia de respuesta linfoproliferativa en células esplénicas se
debiera a defectos en las células presentadoras de antigeno, mas que a las células
CD4+. Estas células desarrollan un papel importante presentando antigenos y
emitiendo sefiales secundarias o coestimulatorias a las células T para que éstas se
activen. Para que una célula presentadora de antigenos elabore esas sefiales es
necesario que se infecte y se active, ya que una presentacién realizada por células no

activadas conduce a la inhibicion de las células T.

Como ya hemos mencionado anteriormente, el parasito ha desarrollado sus
mecanismos para evitar la correcta coestimulacion por parte de las células
presentadoras de antigenos como por ejemplo los efectos inhibidores del receptor
CTLA-4 (Gomes y cols., 1998). Por lo tanto, esos defectos en la estimulacion
linfocitaria podrian ser los causantes de la falta de respuesta proliferativa. Al disminuir
considerablemente el niumero de parasitos por efecto de las dosis > 10 mg/Kg/dia, se
volveria a producir una correcta estimulacion celular con la consecuente respuesta
frente a los mitdbgenos y antigenos in vitro. También pudiera ser que por el descenso
en el niumero de parasitos se activaran las células T CD8+ protectoras capaces de
favorecer la proliferacion celular. De hecho en individuos asintomaticos se encontraron
células CD8+ (Mary y cols., 1998) y estas células también fueron esenciales para la
resolucion de la infeccién primaria y para inducir resistencia a la reinfeccién en ratones
infectados con L. donovani (Stern y cols., 1988), existiendo también mas células CD8+
en perros asintomaticos infectados con dosis bajas (Pinelli y cols., 1995).

Desdichadamente, nosotros no hemos podido medir dicha subpoblacién celular.
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5. PCR cuantitativa a tiempo real.

En 1998 Melby y cols. lograron un gran avance al clonar y secuenciar
porciones de cDNA de citoquinas para este modelo animal, determinando
posteriormente su expresion en cricetos infectados con L. donovani mediante la
técnica de Nothern blot (Melby y cols., 1998; Melby y cols., 2001). En perros la técnica
empleada para estudiar la expresion de citoquinas ha sido la RT-PCR convencional
(Pinelli y cols., 1997; Pinelli y cols., 1999; Quinnell y cols., 2001; Santos-Gomes y
cols., 2002). Sin embargo, con esas técnicas solo se consigue un analisis

semicuantitativo de la expresion de RNAm mediante densitometria.

Por ello, nos propusimos poner a punto la técnica de RT-PCR cuantitativa a
tiempo real para determinar la expresion de esos genes de una manera cuantitativa.
Esta técnica presenta la ventaja de que, una vez puesta a punto, es mas cémoda y
rapida que el Nothern-blot o que la RT-PCR convencional y la cuantificacion se realiza
durante el propio proceso de amplificacion. El Unico requisito indispensable para poder
realizar esta técnica es obtener un solo producto de amplificacion con los cebadores
empleados. En un primer momento nos planteamos emplear los cebadores disefiados
por Melby y cols. (1998), pero tuvimos algunas dificultades a la hora de obtener un
solo producto, por lo que decidimos disefiar nuestros propios cebadores a partir de las
secuencias de cDNA que ellos habian clonado y que estan publicadas en el GenBank.
Las condiciones de la PCR se han detallado ya en el capitulo de Material y Métodos, y
en el capitulo de Resultados se han mostrado ejemplos de la aplicacion de esta
técnica. No fue posible realizar mas determinaciones, ni estudiar mas citoquinas, pero
lo importante es que la técnica ya estd puesta a punto para futuros experimentos en
los que se pretenda estudiar el efecto inmunolégico de nuevas formulaciones y nuevos
farmacos frente a la leishmaniosis visceral. Ademas, la determinacion de citoquinas
también sera util en otros casos en los que se emplee este modelo animal, como el

estudio de otras infecciones fungicas, viricas o bacterianas.

Solamente determinamos la expresion de RNAm de IL-4, el IFN-yy el TGF-f en
el experimento de la puesta a punto del modelo en criceto (figuras 47, 48 y 49); en el
estudio del efecto de la anfotericina B per se sobre en cricetos sanos, a dia 3 p.t.

(figuras 53, 54 y 55); y en otro experimento en el que se comparé la formulacién de
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HSA conteniendo anfotericina B poliagregada, a las dosis de 2 y 40 mg/Kg/dia, en el
dia 3 p.t. (figuras 50, 51 y 52).

En cuanto al IFN-y lo mas destacable fue la alta expresion de su RNAm en dos
de los animales infectados y tratados con la dosis de 40 mg/Kg/dia (figura 51). Pero lo
mas importante de todo es que en dicho lote se produjo una gran disminucién en la
expresion de RNAm de TGF-$ (figura 52), coincidiendo con la gran eficacia encontrada
a esa dosis de anfotericina B (tablas 45 y 46), cosa que no ocurrié con la dosis de 2
mg/Kg/dia. Seria interesante para futuros experimentos realizar un estudio a distintos
tiempos, de la evolucidon de la expresidn de estos genes antes y después del

tratamiento con distintos farmacos.

Melby y cols. (1998, 2001) determinaron la expresion de citoquinas en linfocitos
esplénicos de cricetos infectados con L. donovani los dias 7, 14, 28 y 56 p.i., mientras
que nosotros lo hicimos en estadios bastante mas tardios. Ellos demostraron que la
progresion de la enfermedad ocurria en presencia de una expresiéon de RNAm de
citoquinas Th1 desde las primeras semana p.i. La respuesta de IFN-y fue similar a la
encontrada en humanos (Karp y cols., 1993) y concordaba con estudios previos de
Gifawesen y Farrell (1989) que demostraban que las células T de animales infectados
podian transferir hipersensibilidad retardada a animales sanos. Esto sugiere que la
expresion de IFN-y, asociada al control de la infeccién en el modelo de L. major
(Heinzel y cols., 1989) y en el modelo no letal murino de L. donovani (Squires y cols.,
1989), no seria suficiente para controlar la replicacion del parasito en cricetos, dando
lugar a la muerte del animal. También sugirieron que lo que contribuia a una infeccion
visceral incontrolada seria una respuesta ineficaz de las células frente al efector IFN-y,
mas que una ausencia de citoquinas. En nuestro caso también encontramos una gran

expresion de RNAm de IFN-y en los animales infectados con dosis altas (figuras 48).

Melby y cols. (1998, 2001) detectaron expresion de RNAm de IL-12 desde el
principio, por lo que la infeccidn progresiva no estaria asociada con la ausencia de IL-
12 en los estadios tempranos de la misma. Ademas, existido una ausencia de expresiéon
de RNAmM de NOS2, por lo que el deterioro de ese mecanismo efector critico, podria
explicar la incapacidad para controlar la infeccibn en criceto. No se observo
incremento en la expresién de IL-4 durante el curso de la infeccion. En este sentido,

aunque en un estudio previo se demostro la expresion hepatica de IL-4, esta citoquina
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parecia no jugar un papel importante en la susceptibilidad del ratén frente a L.
donovani (Kaye y cols., 1991). Por lo tanto, el deterioro en la expresion de RNAm de
NOS2 tampoco estaria relacionado con un fenotipo dominante dirigido por IL-4 tal y
como ocurria en ratones infectados por L. major (Heinzel y cols., 1989). Pero nosotros
si encontramos una disminucién en la expresion de RNAm de IL-4 en casi todos los

animales tratados con la formulacion de HSA (figura 50).

En los estudios de Melby y cols. (1998, 2001) existié una expresion prominente
de IL-10 y TGF-B que se sabe que suprimen la activacion de macrofagos y la
expresion de NSO2 (Ding y cols., 1990; Gazzinelli y cols., 1992). El alto nivel de
expresion de IL-10 en el higado, bazo y medula ésea en el curso de la infeccion en
este modelo fue similar a la expresion de RNAm de IL-10 observada en humanos
(Karp y cols., 1993). En estos estudios con humanos, la co-expresién de IFN-y hizo
que los autores postularan que durante la enfermedad activa la activacion de los
macrofagos por IFN-y estaria bloqueada por IL-10 (Vouldoukis y cols., 1997). La
produccion de la forma activa de TGF-p podria contribuir al deterioro en la expresion
de NOS2 y a la incapacidad para controlar la infeccién. Al igual que con la IL-10, el
incremento de TGF-f no ocurrié pronto en la infeccién, sugiriéendose que el TGF-B no
seria la principal razén para la pronta ausencia de expresién de NOS2. Sin embargo,
es posible que la expresion basal de TGF- activo en higado y bazo pudiera inhibir la
expresion de NOS2 por parte de los macréfagos (debido probablemente a un efecto

autocrino) y promover la susceptibilidad.

Los macréfagos murinos infectados con L. major produjeron TGF-$ en cantidad
suficiente para suprimir su activacion y cuando los macréfagos infectados fueron
pretratados con TGF-, se bloqued la muerte intracelular debida a NO mediada por
IFN-y (Nelson y cols., 1991). Ademas, la neutralizacion in vivo de TGF-$ en la infeccién
por L. major favorecio la produccion de NO y promovio la cura en ratones (Li y cols.,
1999). Rodrigues y cols. (1998) también demostraron que la produccién de TGF-§ por
parte de células adherentes de bazo de cricetos infectados, suprimia la repuesta
proliferativa a los antigenos de Leishmania. En nuestro caso encontramos una
disminucion de la expresion de RNAm de esta citoquina al emplear la dosis de 40
mg/Kg/dia de anfotericina B poliagregada encapsulada en albumina, lo que contribuiria

a la mejoria en el curso de la infeccién (figura 52).
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En cuanto a los cricetos sanos tratados con la formulacién de HSA, lo mas
notable es la inhibicién de la expresion de RNAm de TGF-f (figura 55). Pudiera ser
que la formulacién actuara per se disminuyendo los clones celulares productores o
favorecedores del TGF-B. En este sentido, existen trabajos que muestran que la
anfotericina B induce la produccién de TNF-a, que es una citoquina de tipo Th1
favorecedora de la actividad leishmanicida, por parte de macréfagos murinos in vitro
(Chia y Pollack, 1989; Chia y McManus, 1990).

Respecto a la estimacion de la carga parasitaria, la técnica clasica para el
recuento de parasitos en tejidos es la realizacién de improntas. Esta técnica requiere
mucho entrenamiento, mucho tiempo y es dificil en el caso de que haya pocos
parasitos en la muestra, aumentando en ese caso la posibilidad de cometer errores. La
técnica de recuento mediante dilucién limite (Hill y cols., 1983; Titus y cols., 1985;
Lima y cols., 1997) se realiza en placas de microtitulacién conteniendo agar-sangre,
que permite la transformacion de amastigotes a promastigotes. Esta técnica es menos
tediosa que el recuento de improntas pero hay que tener mucha precaucién para evitar

posibles contaminaciones y también esta sujeta a alta variabilidad.

La PCR convencional ha sido ampliamente empleada en la deteccién y
discriminacion de parasitos patdégenos, siendo mas sensible que otros métodos de
diagnéstico. Una variante de esta técnica, la PCR-ELISA, ha sido puesta a punto para
conseguir una mayor sensibilidad en la deteccion (Costa JM y cols., 1996; Pifiero y
cols., 1999; Campino y cols., 2000; Martin-Sanchez y cols., 2001; Martin-Sanchez y
cols., 2002), pero se emplea mas para la deteccién que para la cuantificacion de los

parasitos.

Hasta la fecha existen pocos estudios aplicando técnicas a tiempo real para la
cuantificacion de parasitos. La PCR a tiempo real emplea sondas fluorescentes que
permiten la monitorizaciéon continua de la formacion del amplicon a lo largo de la
reaccion (revisado en Bell y Ranford-Cartwright, 2002). En el caso de Leishmania se
ha desarrollado para cuantificar L. major, L. donovani, L. infantum, L. amazonensisy L.
mexicana en tejidos de ratén (Nicolas y cols., 2002), pero estos autores obtienen dos
productos de amplificacion, uno de ellos inespecifico, hecho que contradice el principio
fundamental de esta técnica: la obtencién de un unico producto. También se ha puesto

a punto esta técnica para la cuantificacién de L. infantum en el higado de ratones
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infectados (Bretagne y cols., 2001), pero empleando una sonda TagMan. La PCR
cuantitativa puesta a punto por nosotros presenta la ventaja de ser mas barata que
cuando se emplean sondas TagMan, y se diferencia de la anterior en que nosotros
empleamos como diana ADN del kinetoplasto y ellos el gen de la DNA polimerasa de

L. infantum.

Encontramos una buena correlacion entre los resultados obtenidos con la PCR
cuantitativa y los obtenidos mediante el método clasico de la dilucion limite (tabla 48),
por lo que esta técnica puede ser muy util, ya que es menos laboriosa y se pueden

obtener los resultados de forma mas inmediata.

Una vez puesta a punto la técnica, el objetivo mas préximo es la cuantificacion
de parasitos en sangre, parametro que seria muy util para realizar un seguimiento de
la evolucién del tratamiento farmacoldgico sin necesidad de sacrificar a los animales y

que se podria aplicar también a la leishmaniosis canina.
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CONCLUSIONES.

1. Empleando un modelo de infeccion por Leishmania infantum en criceto dorado,
con la dosis de 10’ promastigotes en fase estacionaria, todos los animales
desarrollan enfermedad, con cargas parasitarias elevadas en bazo e higado,
marcada esplenomegalia, disminucién de peso y aumento de los niveles de

IgG especifica en suero.

2. El tratamiento en la fase temprana de la infeccion (dias 25, 27 y 29 p.i.), con
anfotericina B dimérica formulada en microesferas de HSA, a la dosis de 1
mg/Kg/dia, produce un descenso rapido de la carga parasitaria acompanado de
un aumento de la supervivencia y disminucion de los niveles de IgG, en
relaciéon a los animales tratados con el farmaco libre, aunque mas tardiamente

la infeccion se reactiva.

3. De los tres estados de agregaciéon de anfotericina B (monomérico, dimérico y
poliagregado) formulados en microesferas de HSA, el dimérico y el
poliagregado poseen una eficacia similar entre si y superior al monomeérico, a la

dosis de 2 mg/Kg/dia, en el periodo sintomatico de la enfermedad (dias 69, 71
y 73 p.i.).

4. Los estudios de toxicidad aguda ponen de manifiesto que la toxicidad de la
anfotericina B es mayor en los animales enfermos que en los sanos y que la
formulacion de microesferas de HSA la disminuye, resultando ser el estado

poliagregado el menos toxico de los tres.

5. Los tratamientos con anfotericina B poliagregada formulada en microesferas de
HSA en el periodo sintomatico de la enfermedad, a las dosis de 10, 20 y 40
mg/kg/dia durante 3 dias, consiguen eficacias del 99 - 100% de reduccion de la
carga parasitaria en bazo e higado, con supervivencia de todos los animales
hasta el final del estudio y aparente cura parasitolégica en la mitad de ellos al

emplear la dosis de 40 mg/Kg/dia.
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6.

10.

A las dosis de 10 y 20 mg/Kg/dia, las eficacias de la anfotericina B
poliagregada libre y formulada en HSA son similares, aunque la forma libre
presenta mas toxicidad, ya que provoca la muerte de la mitad de los animales
del grupo a la dosis mayor. En consecuencia, la nueva formulacion ensayada
es mas segura por ser menos toxica, ofreciendo la posibilidad de emplear dosis

mas altas, compatibles con la erradicacién de la infeccion.

Los tratamientos con la anfotericina B poliagregada formulada en microesferas
de HSA, a las dosis de 10, 20 y 40 mg/Kg/dia, promueven la disminucion de los
niveles de IgG y de los inmunocomplejos renales, asi como la recuperacion de
la proliferacion in vitro de esplenocitos frente a antigenos y mitégenos, lo que

es indicativo de la mejoria en el transcurso de la enfermedad.

Las microesferas de HSA vacias no ejercen ningun efecto per se sobre la
carga parasitaria, ni sobre la repuesta inmune estudiada, tanto en la fase

temprana como en el periodo sintomatico de la enfermedad.

De las dos formulaciones de PLGA ensayadas, la de Resomer® RG-503 es
menos eficaz que la de Resomer® RG-502 y ésta a su vez menos eficaz que la
de HSA. Con las formulaciones de PLGA no se produce disminucién de los
niveles de anticuerpos, ni cambios sustanciales en los otros parametros

inmunologicos.

Se ha puesto a punto una técnica de RT-PCR cuantitativa a tiempo real para
medir de la expresién de citoquinas (IL-4, IFN-y y TGF-B), que puede ser de
utilidad en los estudios de leishmaniosis visceral, asi como en otras infecciones
donde se utilice el criceto dorado como animal de experimentacion. Asi mismo,
se ha puesto a punto una técnica de PCR cuantitativa a tiempo real para la

cuantificacién de L. infantum en 6rganos.
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