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BIBLIOGRAFIA

1.- INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La tricomonosis urogenital humana, causada por T. vaginalis, es una de las
enfermedades de transmisi6n sexual (E.T.S.) no virica de mayor prevalencia en el mundo; con

un total estimado de 170 millones de mujeres infectadas cada afio (O.M.S., 1995).

El agente etiologico es un protozoo de ciclo directo y metabolismo anaerobio aero-
tolerante, que ocasiona en la mujer una enfermedad con un amplio rango de manifestaciones
clinicas: desde casos asintomadticos (40 %), pasando por signos y sintomas leves, como flujo
vaginal, prurito vulvar, disuria y vaginitis (Rein, 1990), hasta situaciones mas graves que cursan
con la invasién de los conductos genitourinarios, glandulas de Bartholin, trompas de Falopio
(Sebek, 1972), glandulas de Skene o vejiga (Keith, 1988), colonizacion del parénquima
(Gardner & Culberson, 1988; Gupta & Frost, 1988), e infertilidad (Grodstein et al., 1993). Las
mujeres infectadas durante el embarazo estdn expuestas a sindromes de ruptura prematura de
las membranas placentarias y partos prematuros de bajo peso. En el varon, la infeccion es
asintomatica en el 50% de los casos, o bien se manifiesta por prostatitis, uretritis, ¢ incluso

puede llegar a ocasionar infertilidad transitoria (Rein, 1990).

Independientemente de la etiologia de la enfermedad parasitaria, no hay que desestimar
su posible relacién con el cancer cervical y ciertas alteraciones epiteliales, denominadas
neoplasmas (Kazanowska & Kuczynska, 1988). Asimismo, 7. vaginalis actiia como vector
potencial de otros organismos concomitantes: Candida albicans, Gardnerella vaginalis,
gonococos y virus. Sefialindose que 7. vaginalis puede aumentar la predisposicion a la
infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (V.I.H.) (Cameron & Padian, 1990; Laga
et al., 1993; Kengne,1994; Minkoff et al., 1999).

La amplia variabilidad en el perfil clinico asociado a la infeccién con diferentes cepas
del parasito es uno de los aspectos m4s dificiles de explicar por los expertos. Para abordar este
tema parece fundamental disponer de un modelo de patogenia experimental que refleje el

comportamiento intraespecifico de 7. vaginalis.
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Mas alld de la adhesion célula-célula (Alderete & Garza, 1988; Costa e Silva ef al.,
1988; Arroyo ef al., 1992; Alderete ef al., 1994; Alderete et al., 1995), la hemdlisis (Krieger
et al., 1983; Dailey ef al., 1990; Fiori et al., 1993), y la secrecion de factores solubles tales
como las proteinasas extracelulares (Marczak ef al., 1983; Arroyo & Alderete, 1989; Garber
& Lemchuk-Favel, 1994) y el factor de disgregacion celular (C.D.F.) (Pindak ef al., 1986;
Garber ef al.,1989), uno de los mecanismos patogénicos de 7. vaginalis mas sugestivos es la
evasion de la respuesta inmunitaria del hospedador (Alderete e al., 1989; Alderete et al., 1992;
Alderete et al., 1995; Provenzano & Alderete, 1995). Sin embargo, la comprension de la
secuencia de fendmenos inmunolégicos que se producen tras la infeccion parasitaria es muy

limitada.

De otra parte, aunque la introduccién del metronidazol en la década de 1960 supuso
un gran avance en el tratamiento de la tricomonosis, el farmaco no esta exento de efectos
secundarios. Si bien su absorcion oral y biodisponibilidad son bastante aceptables, la
administracién va seguida habitualmente de nadseas, vomitos y anorexia (Lossick, 1990).
Asimismo se le ha atribuido cierto poder mutagénico (Voogd et al., 1974; Speck et al., 1976;
Lindmark & Miiller, 1976; Jhan, 1982) y carcinogenético (Di Carneri & Di Re, 1970;
Mitetman et al., 1976; Zhang & Begg, 1994).

También es conveniente recordar la resistencia del parésito al tratamiento clinico, a la
vista de los numerosos casos refractarios que se han venido publicando (Kurnatowska, 1969;
Meingassner & Turner, 1979; Forsgren & Forssman, 1979; Taylor-Robinson & Street, 1982);
este problema sélo se ha resuelto parcialmente con el desarrollo de nuevos derivados 5-
nitroimidazolicos. En este terreno, la variable quimiosensibilidad de las cepas de T vaginalis

a los fArmacos justifica la prioridad que tiene la evaluacién de nuevos principios activos.

En virtud de la situacién descrita, los objetivos de la Tesis Doctoral realizada se

enmarcan en dos lineas de trabajo bésicas en Protozoologia parasitaria, a saber:
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1.- El cribado farmacoldgico in vitro de potenciales productos tricomonicidas, ya sean
compuestos quimicos (sintetizados en el Instituto de Quimica Médica, C.S.1.C.) o productos
naturales (extractos vegetales de plantas iberoamericanas propiedad de A.S.A.C.

Pharmaceutical International).

2.- El disefio de un modelo murino de tricomonosis, que incluye la seleccién de Ia cepa
de ratén mas susceptible al parasito, del tiempo de infeccién Optimo para el ensayo, asi como
el in6culo mas favorable para ¢l establecimiento del parasito. Posteriormente, este modelo

experimental se aplica a:

a. La evaluacion de la patogenia de 18 aislamientos clinicos procedentes de la
encuesta epidemiologica realizada en Madrid (1994-1996) y la validacion del
baremo de cuantificacién establecido mediante procedimientos estadisticos

(Analisis de Componentes Principales y Discriminante).

b. La determinacién de la actividad farmacolégica in vivo de los productos que

superen el cribado primario in vitro.

c. La elucidacion de la actividad inmunomoduladora potencial de los extractos
vegetales PAL y CTP, con la determinacién adicional de las citocinas IFN-y
(Th1) ¢ 1L-4 (Th2), que caracterizan el tipo de respuesta inmunolégica del raton

frente a 7. vaginalis.

Paralelamente, el modelo de inmunomodulacidn se valida mediante ensayos con
inmunosupresores  (ciclofosfamida, azatioprina y tacrolimo), inmunoestimulantes
(timoestimulina y glicofosfopeptical), antiinflamatorios no esteroideos (metamizol y piroxicam),
inmunomoduladores como S-adenosilmetionina (SAMe) y adyuvantes de origen natural

(saponinas de Quillaja saponaria).
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2.- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. TAXONOMIA Y EVOLUCION

Trichomonas vaginalis, segln la revision realizada por Levine et al. (1980) para la

clasificacion de los protozoos, presenta el siguiente encuadre taxondémico:

Reino: PROTISTA (Haeckel, 1866) Whittaker, 1977.
Subreino: PROTOZOA (Goldfus, 1818) von Siebold, 1845.
Filo I. SARCOMASTIGOPHORA Honigberg & Balamuth, 1963
Subfilo I: MASTIGOPHORA Diesing, 1866.
Clase Il: ZOOMASTIGOPHOREA Calkins, 1909.
Superorden I: PARABASILIDEA Honigberg, 1973.
Orden VII: TRICHOMONADIDA (Kirby, 1947) Matiern & Honigberg, 1974.
Familia: TRICHOMONADIDAE (Chalmers & Pekkola, 1918) Kirby, 1946.
Subfamilia: TRICHOMONADINAE Honigberg, 1963.
Género: Trichomonas Donné, 1836.

Especie: Trichomonas vaginalis (Donné, 1836) Ehrenberg, 1838.

Aunque se recoge la clasificacién de Levine et al. (1980), posteriormente Cavalier-
Smith (1987) postuld que ciertos protozoos anaerobios descendientes evolutivos de los
primigenios eucariotas amitocondriados requerian una revision taxonémica. Inicialmente, se
propuso un nuevo reino denominado ARCHEOZOA englobando los filos: Microsporidia,
Metamonada, Archamoebae y Parabasalia.

Eneste sentido, los andlisis filogenéticos usando secuencias de ARN ribosémico (Sogin,
1989), asi como el analisis de secuencias proteicas -factor de elongacion 1«- (Hasegawa et al.,

1993) han pretendido confirmar la identidad del nuevo reino.

No obstante, una ulterior revisién mas profunda de los ARCHEOZOA realizada por
Cavalier-Smith (1993) conduce a la exclusion de los Archamoebae y Parabasalia del grupo, que
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vuelven a pertenecer al reino PROTOZOA. En cuanto a los Parabasalia, dos son los hechos en
que se fundamenta tal decision: la presencia de aparato de Golgi (dictiosomas)

excepcionalmente bien desarrollado y de hidrogenosomas.

Ademas, se han sefialado evidencias en el analisis filogenético de secuencias de la
subunidad 18S de ARNr que apoyan la teoria de que los tricomonadidos no son primitivos
amitocondriados, sino que su hidrogenosoma puede haber involucionado desde una
mitocondria (Cavalier-Smith, 1987; 1990). En la misma linea, nuevas contribuciones muestran
la similitud de secuencias en proteinas estructurales, como las chaperoninas (cpn60), de
hidrogenosomas y mitocondrias (Roger et al., 1996). La polémica ubicacién de los Parabasalia
queda, de momento, resuelta tras el consenso alcanzado por la mayoria de los expertos en

filogenia.

En cuanto a la historia evolutiva de los Parabasalia, no existen evidencias fosiles de
estos parasitos, aunque en los registros del Paleozoico se han conservado antecesores de sus
hospedadores, una especie de termitas de hace aproximadamente 330 millones de afios.

La figura 2.1. representa el arbol evolutivo de los Parabasilia (Brugerolle & Taylor, 1978).

La primera descripcion cientifica de Trichomonas vaginalis se debe a Donné en 1836:
“...animaliculos en los materiales purulentos y en los productos de secrecion de los drganos
genitales del hombre y de la mujer”. Recibi6é su nombre de Dujardin, un afio més tarde ( de
"Tricho": pelo y "Monas": zarandeado). Siendo Trichomonas vaginalis la especie tipo del

género.

T. vaginalis ha dado su nombre al orden al cual pertenece en la Sistemética moderna:
orden Trichomonadida. Este orden se caracteriza por un aparato locomotor bien desarrollado
(flagelos y cinetosomas), multiplicacidn por fision binaria (pleuromitosis) y nutricion fagétrofa

u osmotrofa.

El orden Trichomonadida comprende varias especies que parasitan los tractos

digestivos o genitales de cierto numero de vertebrados. Este parasitismo es doblemente

10
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2.2. MORFOLOGIA Y BIOLOGIA

La morfologia del parisito es muy variable. Desde aspectos piriformes, semilunares,
esferoidales en medios liquidos, con una actividad locomotriz muy intensa, hasta formas
ameboides en medios solidos (agar), que disminuyen su movilidad. Los agentes que determinan
tal polimorfismo son multiples: la flora bacteriana concomitante, pH y presién osmoética del

entorno y la riqueza de nutrientes del medio.

El tamafio de la especie en preparaciones fijadas y tefiidas es de 9,70 + 0,07 x 7,00 +
0,04 pm, produciéndose un incremento de un tercio en los trofozoitos vivos (Honigberg &

Brugerolle, 1990).

El aparato locomotor presenta cinco flagelos, uno de los cuales es recurrente y
constituyente fundamental de un organulo motor complejo: la membrana ondulante. Esta
alcanza la mitad del cuerpo, presentando una laminilla marginal periédica conectada al primer
cinetosoma por una estructura filamentosa. Varios autores comprobaron por técnicas de
microscopia electronica que el flagelo del parasito presenta una estructura de nueve fibrillas
periféricas y dos centrales rodeadas por la membrana plasmatica (Inoki et al., 1960; Nielsen
et al., 1966). Cada flagelo nace en el extremo anterior del cuerpo de un cinetosoma o
corpusculo basal. Los cuatro corpusculos basales de los flagelos anteriores estan dispuestos de

forma radial alrededor del quinto cinetosoma que da origen al flagelo posterior.

El citoesqueleto, con funciones motoras, reproductoras y de transporte, estd formado
por microtibulos -de naturaleza proteica: actina y tubulina-. Originando la formacion de
estructuras como el complejo pelta-axostilar, la costa y los filamentos parabasales. El complejo
pelta-axostilar estd formado por una serie de microtibulos, que se abren en un capitulo
axostilar para alojar el micleo y el conjunto de aparatos parabasales. Los microtibulos del
complejo estan interconectados por puentes microfibrilares. La pelta refuerza la pared del canal
periflagelar. Los filamentos parabasales y los pequefios filamentos radiculares o laminillas
pueden ejercer una importante funcién en preservar la integridad del tricomonadido al conectar

los cinetosomas entre si y a otras partes de la célula. La costa esta asociada al cinetosoma del
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especifico, en cuanto al hospedador y al biotopo. Asi en el hombre pueden observarse cuatro
especies distintas desde el punto de vista morfoldgico y biolégico, ubicadas en tres biotopos
diferentes: Trichomonas tenax (Miiller, 1773) en la cavidad oral, Pentatrichomonas hominis
(Davaine, 1860) y Trichomitus fecalis (Cleveland, 1928) en el tracto digestivo y Trichomonas

vaginalis Donné 1836, en el aparato genitourinario.

FIGURA 2.1. Arbol evolutivo de los Parabasalia. (Brugerolle & Taylor, 1977).

PENTATRICHOMONAS

\ -4
J
v

TRITRICHOMONAS

MONOCERCOMONAS
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flagelo recurrente, estando relacionada con la membrana ondulante, a la que sirve de soporte
mecanico. El sistema cinético y el de sostén del flagelado estan unidos por fibras falciformes

y sin estriaciones, asociando el cinetosoma con al menos dos fibras y el filamento parabasal.

El nticleo tiene un tamafio aproximado de 4 x 2 pm, es ovalado y situado en la parte
anterior del cuerpo celular, un poco excéntrico con relacién a su eje. Presenta granulos de
cromatina dispersos y un nucleolo. EI citoplasma, presenta gran variedad de vacuolas y
vesiculas relacionadas con procesos de endocitosis, digestion y transporte, asi como reticulo
endopldsmico rugoso, ribosomas libres, polisomas y granulos de glucégeno formando grandes

rosetas.

Los hidrogenosomas son los organulos implicados en el metabolismo energético de este
grupo de protozoos, que carecen de mitocondrias por su naturaleza anaerébica. Fueron
descubiertos por Lindmark & Miiller en 1973 y denominados asi por encontrarse en ellos los
enzimas responsables de la formacion de hidrégeno molecular. Son cuerpos esféricos de 0,5
a 1 um que parecen formarse por divisién de los preexistentes (Nielsen & Diemer, 1976). Por
ello, al igual que las mitocondrias y cloroplastos, son probablemente de origen endosimbionte.
Los equivalentes reductores procedentes de la oxidacion, se eliminan via formacién de H,
molecular, o bien via de malato o acetato, dependiendo de la presion parcial de CIO2 existente,

estas reacciones metabdlicas acumulan energfa en forma de ATP.

La membrana plasmatica es una estructura de gran interés, ya que su composicion
bioquimica puede estar relacionada con marcadores de patogenia. Se han estudiado mediante
lectinas ciertas glicoproteinas relacionadas con la virulencia (Warton & Honigberg, 1983). Se
ha comprobado la existencia de receptores superficiales para proteinas propias del hospedador,

relacionando el hecho con su comportamiento patégeno.

Las figuras 2.2. y 2.3. muestran esquemas de la morfologia microscopica del parasito

y fotografias de microscopia electronica de 7. vaginalis.
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FIGURA 2.2. Esquema de la morfologia microscépica (a) y detalle ultraestructural (b) de T.

vaginalis.

FLAGELOS ANTERIORES

FLAGELO POSTERIOR
CUERFPC PARABASAL

MEMBRANA ONDULANTE

COSTA “ \Ad

HIDROGENOSOMAS PARACOSTALES

FIBRILLAS PARABASALES

NUCLEO

ENDOSOMA

HIDROGENOSOMAS
AXOSETILARES

AXOSTILO

Modificado de Wenrich D. H. y Emmerson, 1993. J. Morphol., 55: 195. Disefiado por Williams
C. Obers para Foundations of Parasitology, (Schmidt, G. and Roberts, L. S., eds.). Times

Mirror/Mosby C. P., St. Louis, Missouri.

B. Detalle de la morfologia ultrestuctural de T.
vaginalis. 1-4 cinetosomas de los flagelos
anteriores, R: cinetosoma del flagelo recurrente. P:
pelta, Ax: axostilo, SL.: lamina sigmoidal, PF1,
PF2: filamentos parabasales. G: aparato de
Golgi, C: costa, N: nficleo. (Tomado de Kulda, J.;
Nohynkova, E. and Ludvik, J. Basic structure and
function of the trichomonad cell. In:
Trichomonads and Trichomoniasis, Part. I (Kulda,
J. and Cérkasov, J., eds.). Acta Univ. Carolinae-
Biol. 30, (1986), 1987.
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FIGURA 2.3. Morfologiaelipsoidal (a) tipica

del trofozoito de 7. vaginalis. En la imagen
obtenida mediante microscopia electronica se
sefialan el axostilo (A), los flagelos (F) y la

membrana ondulante (U).

b) Transformacion ameboidal de un
tricomonadido en contacto con una
monocapa de células HeLa. Presencia de
lamelopodios (L) que facilitan la
interaccion entre el parasito y la célula. El
cambio morfologico se culmina en 5
minutos. (Tomado de Alderete et al.,

1995).
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T. vaginalis se divide mediante fisi6n binaria, con divisién nuclear pleuromitética. El
cariotipo est4 constituido por cinco cromosomas. Pueden existir divisiones nucleares miltiples
(veinte niicleos 0 mas en las células gigantes), antes de que ocurra la citocinesis. Es un

fenémeno que se ha venido asociando a la existencia de condiciones ambientales desfavorables.

La alimentacién del parasito tiene lugar por pinocitosis y fagocitosis; en el proceso se
ve involucrada la estructura microtubular, forméndose vacuolas alimenticias de tamafio diverso
(Juliano & Bandeira, 1985). El proceso es més activo en los dos tercios posteriores de la célula.
La capacidad del protozoo para ingerir bacterias ha llevado a considerar su posible papel como
transportador de microorganismos incompletamente fagocitados al tracto genital supetior
(Keith et al., 1986). La fuente esencial de energfa es la glicosa que estimula fuertemente su
crecimiento, siendo otros azdcares utilizados en menor grado, a excepcion de la galactosa y

la lactosa, que no parecen ser utilizados.

La riqueza de la cavidad vaginal en glucégeno y glucosa permiten explicar la notable
multiplicacién del parasito en este medio. 7. vaginalis posee enzimas que permiten un
metabolismo activo de los ghicidos tanto por la via de Embden-Meyerhof como por el ciclo de

las pentosas, siendo capaz de fijar anhidrido carbénico.

T. vaginalis no forma quistes de resistencia. Sin embargo, se puede observar en vagina
y uretra masculina, asi como en los cultivos agotados, la existencia de parasitos redondeados
e inmdviles sin flagelos visibles, que algunos consideran formas de resistencia, denominadas
polimastigontes (Honigberg & Brugerolle, 1990). La vision tras tincién May Griinwald Giemsa
hace evocar formas parasitarias en vias de degeneraci6n y lisis, si no encuentran condiciones
de medio mas favorable. No parecen, por tanto, desempefiar un papel de importancia en los

mecanismos de resistencia (Kulda et al., 1987).
De otra parte, los tricomonas polinucleares no pueden ser considerados como formas

quisticas, dada su escasa resistencia a la desecacién y a las variaciones de pH. En la figura 2.4.

se presenta el ciclo epidemiolégico de T. vaginalis.
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FIGURA 2.4. Ciclo biolégico y epidemiolégico de Trichomonas vaginalis.

1a. Trofozoito de Trichomonas vaginalis. 2.En el varén infectado la localizacién
mas comiin es el epitelio uretral y las
1b. En adultos la transmisién es directa por gléndulas prostaticas.

intercambio sexual. El recién nacido puede
~ infectarse a través de la madre en el parto.

3.En el contacto sexual con el
varén infectado la mujer
adquiere el parésito.

4 Los trofazoitos, en general solo infectan la
superficie del tracto vaginal y la cérvix en la mujer
No suelen invadir el itero y trompas de Falopio. Su
reproduccion es por division binaria.

Tomado de Despommier, D. D. y Karapelou, J. W. Parasite Life Cycles. Springer-
Verlag, New York, 1987.
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2.3. MANIFESTACIONES CLINICAS

T. vaginalis fue considerado como comensal, desde su descubrimiento (Donné, 1836)
hasta los trabajos de Hohne en 1916, quien aislo el parésito en el flujo de una mujer que
padecia colpitis aguda. Los efectos patoldgicos asociados con la infeccion son el resultado de

una compleja interaccion entre el parasito y el hospedador.

La tricomonosis es una enfermedad del tracto urogenital humano de transmisién
venérea, que si bien no es grave, produce un cuadro clinico muy variado, desde la banalidad
hasta ostensibles sindromes pelviperitoniticos (Contreras, 1984). Asi, la cifra de casos
asintométicos se aproxima al 40% en la mujer, aun cuando el dato pudiera incrementarse en
funci6n de la formacién higiénico-sanitaria de las pacientes, habiéndose apuntado una marcada

subjetividad en la apreciacion de los sintomas.

El periodo de incubacion varia entre los cuatro y los veintiocho dias en la mujer. La
evolucién de la enfermedad cursa con aumento evidente del exudado vaginal, prurito-vulvar,
cistitis y disuria ligera; la presentacion de la vulva eritematosa oscila entre el 10-20% de los
casos. La naturaleza del flujo vaginal depende de la flora bacteriana asociada, que causan
habitualmente vaginitis bacterianas debidas al microentorno anaerobio que se genera. El
descenso en la concentracion de Lactobacilius acidophilus observado in vitro en cultivos con
T. vaginalis (McGrory et al., 1994) demuestra la interaccion del parésito con la flora vaginal,
y podria explicar la disminucién que ocurre en la tricomonosis. El flujo verdoso maloliente
clasico se produce en menos del 10% de las mujeres infectadas y las metrorragias en tan solo
el 2% del total (Fouts & Krauss, 1980). Puede haber inflamacién vulvar que, en ocasiones, se
extiende a la cara interna de los muslos. En algunas ocasiones se producen molestias
hipogastricas (Rein, 1990) asi como invasion de los conductos genitourinarios como glandulas
de Bartholin, trompas de Falopio, glindulas de Skene y vejiga (Keith, 1988). Se han descrito
localizaciones poco comunes, como la parte inferior del tracto urinario -uréteres y pelvis renal-
(Trussell, 1947; Chappaz & Bertrand, 1965), aunque la hipotesis més extendida es considerar
poco habitual la presencia del parasito en el tracto urinario (Soszka ef al., 1973).
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A pesar de ser considerado como parasito de naturaleza no invasiva, se ha descrito la
colonizacion del parénquima -submucosa y estroma- (Gardner, 1988); trabajo apoyado por

otros posteriores que corroboran la capacidad invasiva de T. vaginalis (Gupta & Frost, 1988).

En infecciones latentes puede llegar al cérvix uterino e incluso hay autores que
relacionan dicha presencia con el desarrollo de cierto carcinoma de utero; el 10% de las
mujeres infectadas presentan algtin tipo de neoplasma (Kazanowska & Kuczynska, 1986); ello
sugiere una cierta relacion entre la biocenosis vaginal alterada y la tricomonosis con los
procesos cancerigenos. Aunque la prevalencia de la tricomonosis es mas alta en mujeres con
carcinoma cervical, la relacion causal es confusa (Krieger, 1981). Sin embargo, en la actualidad
parecen existir pruebas concluyentes que demuestran dicha relacion (Zhang & Begg, 1994).
Asi, en mas de del 40 % de pacientes con cdncer cervical invasivo se han detectado por
Western Blot anticuerpos frente a T. vaginalis (Yap et al,, 1995), siendo los sueros
especialmente reactivos con proteinas inmunogénicas de membrana de 92 y 115 kDa. Enun
intento de aclarar la posible correlacion entre 7" vaginalis y neoplasia cervical, Zhang y Begg
(1994} llevan a cabo un estudio estadistico sobre casos publicados en el periodo 1966-1993.
El analisis de los datos obtenidos permite a los autores indicar que el riesgo de neoplasia

practicamente se duplica en los casos de tricomonosis.

Las infecciones asintomaticas, que varian entre 9%-56% se tornan en sintomdticas en
un tercio de los casos en los seis primeros meses (Rein, 1977). Esto puede deberse a una
sobreinfeccién con cepas mas virulentas o, segun otras fuentes, ai hecho de-que la frecuencia
con que los sintomas aparecen o se exacerban coincide con el periodo siguiente a la.

menstruacion.

El conjunto de signos y sintomas de la tricomonosis vaginal humana se resumen en la

TABLA 2.1. modificada de Rein (1980).
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TABLA 2.1. Signos y sintomas de la tricomonosis vaginal.

DATOS CLINICOS PREVALENCIA
SINTOMAS
Ninguno 9%-56%
Flujo 50%-75%
Maloliente 10%
Irritante 23%-82%
Dispareunia 10%-50%
Disuria 30%-50%
Leve dolor abdominal 5%-12%
SIGNOS
Ninguno 15%
Eritema vulvar difuso 10%-20%
Flujo abundante 50%-75%
Amarillo-verdoso 5%-20%
Espumoso 10%-50%
Inflamacion de la pared vaginal 40%-75%
Cérvix en apariencia de fresa 2%

Tomado de Rein, M. F. Clinical manifestations of urogenital trichomoniasis in women. In Trichomonads Parasitics in Humans (Honigberg, B.
M. ed.). Springer-Verlag. New York, 1990.

Existen escasos datos sobre las manifestaciones clinicas de la tricomonosis en el varén,
que fue considerado como un simple portador asintomatico del parasito, debido en parte a
métodos de diagnostico poco apropiados, que han conducido a sefialar casos de uretritis no
gonocdcica, sin determinar su agente etiologico. Las consecuencias de la infeccion en el
hombre pueden variar, entre el prurito en el pene en los casos cronicos, hasta la descarga
uretral purulenta e inflamacion del meato externo (uretritis y prostatitis) en procesos agudos
(Gardner et al., 1988), actuando la glandula prostatica como reservorio de los tricomadidos.
Mas del 50% de los varones infectados manifiestan tener descarga uretral, aunque en su

mayoria es leve o0 moderadamente severa (Krieger, 1995).
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En algunos casos se ha descrito irritacion, dolor uretral, dolor abdominal, disuria,
epididimitis y casos de infertilidad transitoria. La influencia sobre la fertilidad se debe a la

probable accidn letal sobre los espermatozoides (Zaremba & Szamarch, 1979).

Segun Petrin ef al. (1998), la tricomonosis en el varén puede encuadrarse en alguna de
las tres categorias siguientes: 1) portador asintomatico, identificado por la investigacién de
contactos sexuales con mujeres infectadas, 2) tricomonosis aguda, caracterizada por uretritis
purulenta y 3) enfermedad sintomatica leve, que es clinicamente similar a otras uretritis no

gonocadcicas.

Las nifias presentan flujo vaginal (92,5%), sensacién de ardor en vulva y vagina
(50,9%) y prurito (38,6%). En algunos casos se produce dolor y sensacion de ardor en la
uretra, poliuria y disuria. Los signos mayoritarios son el enrojecimientd vulvar (96,5%), colpitis
difusa (51,3%), colpitis maculosa (35%) y dolor abdominal {16%). Otros signos destacados

son la erosion vulvar y del cérvix uterino (Kurnatowska & Komorowska, 1990).

En recién nacidos se ha aislado 7. vaginalis. Schares y colaboradores, en 1982,
diagnostican tricomonosis urinaria en un nifio de cinco semanas cuya madre presentaba
infeccion en el momento del parto. Se ha aislado 7. vaginalis del tracto respiratorio de dos
nifios de madre infectada (McLaren et al., 1983).

Se ha vinculado al parisito con manifestaciones clinicas derivadas de efectos
colaterales, como su capacidad de actuar como vector de otras infecciones; se ha citado
Candida como agente habitualmente concomitante con el protozoo. En esta linea parece ser
mucho més frecuente la coinfeccion con Gardnerella y gonorrea que con la levadura (John,

1988).
Por otro lado, el anclaje de bacterias a la superficie de los protozoos permiten su

transporte a zonas inaccesibles del tracto urogenital (Thomason & Gelbart, 1985). Ademas es

preciso resaltar la presencia de Chlamydia en el citoplasma del parasito (Naib, 1984).
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También es necesario significar la existencia de virus en el interior del flagelado (Flegr
et al., 1987; Pindak et al., 1989 ; Wang & Wang, 1991 y Kengne, 1994). Como ocurre con
otras ETS, la infeccion por 7. vaginalis puede aumentar la predisposicién al virus de la
inmunodeficiencia humana (Cameron & Padian, 1990; Laga ef al., 1993; 1994). Asi Laga et
al. (1994) han correlacionado la seroconversién VIH+ en prostitutas con ETSs no ulcerativas,
como la tricomonosis, probablemente debido a la acumulacion local de células infectadas o
susceptibles al VIH, como linfocitos y macréfagos (Laga et al., 1991). Por consiguiente, se
perfila un potencial panorama patogénico, asociado a 7. vaginalis, de importantes

repercusiones fisioldgicas, terapéuticas y epidemioldgicas.

2.4. MECANISMOS IMPLICADOS EN LA PATOGENIA

Aunque T. vaginalis es 1a causa mas frecuente de ETS no virica, los mecanismos de
patogenia no han sido todavia bien caracterizados. Si se ha comprobado la implicacién de
diversos procesos, como la adherencia célula-célula (Arroyo et al., 1992; Gold y Ofek, 1992;
Alderete, 1994; 1995), Ia hemolisis (Krieger et al., 1983; Dailey et al., 1990; Fioriet al., 1993).
y la excrecion de factores soluble, como las proteinasa extracelulares (Arroyo y Alderete, 1989,
Garber y Lemchuk-Favel, 1994; Mallinson et al., 1994) y CDF -factor disgregador de células-
(Garber et al., 1989). Ademas, factores generales del hospedador, como el estado endocrino
(nivel estrogénico) e inmune, asi como las condiciones locales del tracto urogenital (pH, flora
y glucdgeno vaginales), pueden modificar la expresion de la patogenicidad potencial de las

cepas.

Ia relacion parasito-hospedador es muy compleja, y el amplio rango de manifestaciones
clinicas no pueden ser atribuidas a un inico mecanismo de patogenia. La membrana celular del
tricomonadido debe jugar un papel clave (Petrin ef al., 1998), puesto que interviene en la
adherencia, interaccién parasito-hospedador e incorporacion de nutrientes, procesos enlos que

intervienen las proteinas y glicoproteinas superficiales.

La adherencia de los tricomonadidos a las células epiteliales de la vagina es un paso

critico en al patogenia (Alderete y Pearlman, 1984; Alderete y Garza, 1985; Krieger ef al.,
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1985). En el proceso intervienen proteinas de alto peso molecular (Alderete ef al., 1985)
denominadas adhesinas (Arroyo et al., 1992), que se expresan alternativamente con una
glicoproteina muy inmundgena, P270 (Alderete, 1988; Alderete et al., 1992), lo que permite

al parasito utilizar la variacion fenotipica como mecanismo de evasion de la respuesta inmune.

Estudios mas recientes han demostrado como efectivamente en la colonizacién del
tracto genito-urinario intervienen cuatro adhesinas, denominadas AP65, AP51, AP33 y AP23
(Engbring et al., 1996). Los estudios de caracterizacién de AP33 y APS1 (Alderete ef al.,
1998) han permitido el hallazgo de homologias significativas con la enzima succinil-CoA
sintetasa, lo que refuerza la idea de que el mimetismo molecular puede jugar un importante
papel en el parasitismo por 7. vaginalis. También en el caso de AP65 se ha comprobado que
los genes que codifican Ia proteina son similares a los que codifican al enzima mélico (O’Brien
et al., 1996). La adherencia a las células del hospedador parece también requerir la presencia

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

Distribuidas por la membrana del parasito existen asimismo unas proteinas que actian
como receptores para laminina, glicoproteina localizada en la membrana basal del epitelio, con
propiedades quimiotacticas (Costa ¢ Silva Filho ef al., 1988) y fibronectina (Peterson y
Alderete, 1982), de membranas basales y suero. Aunque se ha comprobado que el parasito se
adhiere in vitro a laminina, y se recubre de fibronectina y otras proteinas séricas, lo que ocurre
en el hospedador y su posible relacion con la patogenia y/o nutricion no esta clara. Si se ha
comprobado, por el contrario, la existencia y correlacion con la virulencia de carbohidratos
superficiales (Choromanski et al., 1985), asi como el papel en la adhesion de lectinas endogenas

sobre la superficie del tricomonadido (Roussel et al., 1991).

A pesar de la variabilidad en las moléculas de adhesion que exhibe el parasito, su
correlacion con la virulencia no estd clara. Mientras algunos autores encuentran amplias
diferencias en la adherencia a células del hospedador entre cepas virulentas aisladas de
pacientes sintomaticos (Krieger ef al., 1990}, otros consideran que la citoadherencia puede ser
un marcador de patogenia, habida cuenta de la correlacion existente entre la adherencia in vitro

a células Hel a y la patogenia experimental en raton (Escario y Gomez Barrio, 1990).
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De otra parte, la capacidad hemolitica del parasito se ha relacionado con su virulencia.
Ya que 7. vaginalis no puede sintetizar lipidos, los eritrocitos pueden ser la fuente prioritaria
de 4cidos grasos. Los parasitos metabdlicamente activos son capaces de lisar eritrocitos,
especialmente a pH 4,5 valor normal en la vagina (Fiori ef al., 1993), reduciéndose esa
capacidad hemolitica en presencia de inhibidores de cistein-proteasas (Dailey et al., 1990). La
lisis parece mediada por receptores de membrana de eritrocitos y parasitos y ocurre en tres
fases: (1) interaccion ligando-receptor, que permite al protozoo unirse al eritrocito, (2)
liberacion de proteinas tipo perforinas -probablemente cistein-proteasas, que abren poros en

la membrana eritrocitica y (3) separacion del parésito, seguida de la lisis del hematie.

En T. vaginalis se han descrito entre 11 y 23 actividades cistein-proteasas distintas, la
mayoria lisosémicas (Muller ef al., 1988; Arroyo y Alderete, 1989; Garber y Lemchuk-Favel,
1994; Provenzano y Alderete, 1995). Es 16gico pensar que esas enzimas jueguen su papel en
la patogenia de la enfermedad. Ademias de su intervencion en la lisis de eritrocitos, se ha
comprobado que intervienen en la adherencia a las células epiteliales (Arroyo y Alderete,
1989), puesto que aquella se ve claramente afectada tras el tratamiento de los tricomonididos
con el inhibidor de proteasas TLCK (N-a-p-tosil-L-lisina clorometil cetona). Las cistein-
proteasas del parasito tienen ademas la capacidad de degradar IgG, IgM e IgA (Provenzano
y Alderete, 1995), del hospedador, pudiendo asi evadir la respuesta de anticuerpos.

Aunque los mecanismos dependientes del contacto juegan un papel significativo en la
patogénesis de T. vaginalis, otros mecanismos independientes del contacto estdn también
implicados. La primera observacion en este sentido se debe a Hogue (1943), quien comprobd
los efectos patogénicos de productos solubles liberados por el parésito. Posteriormente, otros
investigadores han apoyado la hip6tesis de la participacion de citotoxinas solubles (Honigberg,
1978; Alderete y Garza, 1984), cuya existencia explica la hemolisis y Ia citotoxicidad en
ausencia de contacto célula-célula, en el modelo de estudio de Pindak et al. (1993).

De otra parte, la descamacion del epitelio vaginal en infecciones agudas (Garber ez al.,
1989) se ha relacionado con la secrecién de un factor soluble (CDF) que, in vitro, produce el

desprendimiento de monocapas de cultivos celulares sin afectar a la viabilidad de las células.
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Los autores relacionan ese factor con la patogenia, ya que Pentatrichomonas hominis, especie
no patégena, no muestra actividad CDF. Dicha actividad se ve afectada por el pH, siendo
6ptima a pH 6,5, y desaparece por debajo de 4,5. Este hallazgo tiene una gran relevancia
clinica, va que el pH normal de la vagina es 4,5 y sube por encima de 5,0 durante la
tricomonosis. Esta elevacién en el pH vaginal puede ser crucial en la patogénesis de la
enfermedad. Ademas, el nivel de CDF es proporcional a la severidad de la sintomatologia
(Garber & Lemchuk-Favel, 1990) y es inactivado por suero humano inmune (Garber ef al.,
1989). Su producciéon depende asimismo de la concentraciéon vaginal de estrogenos,
disminuyendo in vitro, en presencia de P-estradiol. Esto explicaria el empeoramiento de los
sintomas coincidiendo con la disminucion de estrégenos, durante la menstruacion, asi como la

mejoria tras la aplicacion de pellets intravaginales de estradiol (Lirosi y Guarascio, 1972).

En definitiva, la variabilidad de los mecanismos implicados en Ia patogenia es tal, que
deben ser considerados como factores determinantes para la caracterizacion biologica de T.
vaginalis. El disefio de modelos de patogenia experimental permite la aproximacion al

conocimiento de la compleia interaccion parasito-hospedador.

2.5. EPIDEMIOLOGIA DE LA TRICOMONOSIS

La tricomonosis es una de las enfermedades de transmision sexual (E.T.S.) no virica
mas importante en el mundo. Su distribucién es cosmopolita y afecta a todos los grupos
raciales y estratos socioeconomicos. Segin los datos de 1995, la Organizacion Mundial de la
Salud (O.M.S.) estima que anualmente se infectan 170 millones de personas. No obstante, por
no ser una enfermedad de declaracién obligatoria, sino que incluso tiende a ocultarse dado su

mecanismo de transmisiéon, no existen datos epidemiologicos muy precisos.

En los paises desarrollados, como todas las E.T.S., ha estado sometida a un incremento
constante. En EE.UU., el aumento en 14 afios ha sido del 33%, pasando de dos millones de
casos en 1974 a los tres millones estimados a finales de la década de los 80; en 1981, se dieron
cifras aproximadas del 48 % entre jovenes ingresadas en un centro penitenciario (Bell e al.,

1985) yen 1982, del 33,9 % en un internado de adolescentes embarazadas (Hardy et al., 1984).
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Ya en la década de los 90, la incidencia asciende a 8 millones de casos nuevos cada afic (OMS,
1995). En Gran Bretafia ocupa el quinto lugar entre las enfermedades de transmision sexual
(John, 1988) manteniéndose su incidencia en clinicas de esta indole durante los Gltimos veinte
afios en torno al 30%. Segin datos recabados durante mas de 22 afios (Krieger, 1981) en
clinicas de diversos paises (Checoslovaquia, Inglaterra, Japén, Suecia, Polonia y USA), la
prevalencia media se situé en el 23%, con los valores extremos entre ¢l 5 y el 65%. La
incidencia de la enfermedad en mujeres en el periodo reproductivo varia desde €l 2% en el
sector privado al 56% entre pacientes atendidas en clinicas de enfermedades sexuales.
Thomason y colaboradores (1988) aislaron T. vaginalis de un 42% de las mujeres sintomaticas

en hospital de Milwaukee.

La prevalencia oscila, en general, entre el 5% en las mujeres con pareja estable hasta
un 70% entre las pacientes con E.T.S., o incluso cifras superiores en las comunidades de alto
riesgo. La susceptibilidad, aunque no la incidencia, se incrementa en las mujeres post-
menopéusicas, debido posiblemente a los cambios hormonales y a las alteraciones epiteliales
resultantes. Asimismo y aungue no est4 clara la influencia de los contraceptivos orales, si es
verdad que en infecciones experimentales en ratones por via intravaginal se consiguen mayores
niveles de infeccion cuando los animales han sido previamente tratados con estrégenos. En
mujeres que toman contraceptivos orales, la prevalencia de la tricomonosis es menor que en

aquellas que no los utilizan (Krieger ef al., 1985; Lossick, 1990).

Segin la revision efectuada por Kurnatowska y Komorowska (1990), durante los afios
1956 a 1983 la prevalencia de la tricomonosis en nifias de edades comprendidas entre 0 y 18
afios, se mantiene entre el 0 y 14% sin apreciarse incremento significativo en los 1ltimos afios;
la frecuencia de la infeccidén es mayor, como cabe esperar, en adolescentes (21%), excepcion
hecha de neonatos, para los que se dan cifras similares a las presentadas en jovenes de 14-15
afios (12%). En estudios llevados a cabo por las mismas autoras en Polonia entre 1960y 1985,
el porcentaje medio de prevalencia se sitia en un 5-7%, en nifias examinadas en una clinica
pediatrica ginecologica y en un centro de enfermedades parasitarias, respectivamente; la

prevalencia de la infeccion en este grupo de poblacién va decreciendo en los ltimos afios.
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Es logico pensar que la mayor difusion de informacion sobre este tipo de enfermedades
y, sobre todo, la utilizacién de preservativos como medida preventiva frente al SIDA puede
estar empezando a controlar la incidencia de la infeccién. Sin embargo, entre poblaciones de
alto riesgo de adquirir ETS, persiste la necesidad de difundir mas in formacion (Fleisher et al.,
1994). Ademas, seglin estos autores, del estudio realizado en consultas ginecolégicas y clinicas
de planificacion familiar en Brooklyn, se deduce que una proporcion considerable de las 1400
mujeres encuestadas siguen utilizando los preservativos mas como contraceptivos que para la

prevencion de ETS.

2.5.1. Método de transmision

La tricomonosis es una antroponosis de transmision fundamentalmente sexual. Este
mecanismo prioritario ha quedado demostrado por varios hechos. En principio por la elevada
carga parasitaria en la uretra y/o prostata de las parejas sexuales de las mujeres infectadas. En
tales casos, la tricomonosis vaginal recurrente solo se cura cuando se consigue erradicar los
parasitos del tracto genital de los compafieros sexuales de las pacientes. De otra parte, 7.
vaginalis es mas frecuente en mujeres que acuden a clinicas de ETSs y en prostitutas que en
virgenes o postmenopausicas. Finalmente, los flagelados tienen una supervivencia muy limitada

fuera del hospedador.

Como el protozoo no produce quistes, necesariamente se transmite como trofozoito,
por lo general por via sexual, habiéndose comprobado la viabilidad de los organismos durante
3 horas en la orina y durante 6 en el semen (Gallai & Sylvestre, 1966). Sin embargo, el hecho
de haberse encontrado organismos viables en inodoros, bafios, piscinas, ropas humedas -el
parasito se mantiene por espacio de 24 horas a 35°C segin Burch y colaboradores (1959)-,
obliga a citar, aunque sea de modo tedrico, estos mecanismos alternativos como posibles
fuentes de contagio. Si estd comprobada la via parenteral, como via no venérea, durante el
parto. Los neonatos suelen ser asintomaticos, aunque las nifias pueden presentar flujo vaginal
o infeccion del tracto urinario. Como consecuencia de esta via de transmision, se han descrito

infecciones pulmonares en nifios recién nacidos (McLaren, 1983).
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El principal factor de riesgo, en funcién de la via de transmisién es, por tanto, la
actividad sexual; teniendo la enfermedad una mayor incidencia en personas que mantienen
relaciones sexuales con diferentes compafieros. En cuanto a la edad, los mayores niveles de
infeccién se presentan en el periodo de maxima actividad sexual (25-29 afios), si bien la
tricomonosis afecta a mujeres de mayor edad con mas frecuencia que la gonorrea (Burch et al.,
1959); asi, la tricomonosis se mantiene en unos niveles homogéneos desde los 15 a los 30 afios,

mientras que la frecuencia de la gonorrea va decreciendo en este intervalo (Lossick, 1990}.

Las mujeres de raza negra parecen ser mas susceptibles a la infeccion por T. vaginalis
y, curiosamente, presentan un mayor riesgo de contraer esta parasitosis que la gonorrea, al
contrario de lo que sucede en la raza blanca (Lossick, 1990). La utilizacién de contraceptivos
orales disminuye la incidencia de esta enfermedad, siendo el factor de riesgo, segin Lossick
aproximadamente la mitad. La mujeres que han padecido algin tipo de enfermedad de

transmisidon sexual, presentan mayor predisposicion para adquirir tricomonosis.

Siguiendo el articulo de Perea Ortiz y Garcia-Orcoyen, “Trichomoniasis urogenital”

(1971), los mecanismos de transmision se pueden resumir:

A. A través del coito. La mujer infectada, al realizar el acto sexual con hombres sanos
les transmite la infeccibn, y éste a su vez puede transmitir el flagelado a otras mujeres sanas.
Es por tanto mas frecuente en personas de vida sexual mds activa. El hombre es con frecuencia
portador asintomatico del microorganismo, y puede transmitirlo de una mujer a otra por via
sexual, sin que aparezcan en el mismo, signos o sintomas de enfermedad.

B. El contacto homosexual entre mujeres, podria ser otro mecanismo de transmision.
Este el caso de una mujer con una historia de cuatro meses de elevado flujo vaginal y prurito
vulvar. La paciente negé el uso de vibradores o de otros juguetes sexuales, pero admiti6
haberse masturbado con su pareja (Sivakumar ef al., 1989).

C. La promiscuidad, que incluye los contagios que se producen por falta de una
educacion higiénica. No por ser menos frecuentes son menos importantes. El uso de prendas
contaminadas, toallas, esponjas u otros objetos de uso doméstico recientemente contaminados

con secreciones de una mujer infectada, pueden ser la explicacion de los parésitos hallados en
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mujeres virgenes y nifias (Kessel & Thompson, 1950). Para Biagi (1980) los casos registrados
en nifias tienen su origen en la promiscuidad y la falta de aseo. Algunos autores consideran el
agua como un importante vehiculo que aumenta la frecuencia de esta enfermedad parasitaria
en verano, por los bafios en las piscinas o en el mar.

D. Ocasionalmente, se citan casos de lactantes que se infectan durante el parto al paso
por la vagina de la madre infectada. Teéricamente son casos muy limitados. También es posible
que el organismo pueda persistir de una forma asintomatica durante afios. Asi, el diagnostico
de una tricomonosis urogenital en nifios antes de la pubertad, deberia completarse con una
investigacion de posibles abusos deshonestos en el nifio, aunque no se pueda descartar una

hipotética infeccién congénita.

2.5.2. Factores relacionados con la supervivencia del parasito

1.La humedad; En 1951 Whittington habla de la capacidad de este protozoo de

sobrevivir a temperaturas inferiores a 37°C, pudiendo permanecer viable en ¢l agua durante ¢l
tiempo necesario para permitir la transmision. Después de impregnar toallas con exudado
vaginal, aislé organismos vivos a los de 10-45 minutos. En otro de sus experimentos, y tra
haber infectado a mujeres con toallas que presentaban sedimento urinario con tricomonadidos,
encontré que un 37% (11) de las mujeres infectadas presentaban tricomonas, pero que en tan

s6lo 4 de ellas (36%) pudo recuperar tricomonas viables.

Honigberg y otros (1965) encontraron con viabilidad variable del 8-100% de los
parasitos, después de un largo periodo de tiempo a -196 °C. Fuera del organismo, sin embargo,
Chester y colaboradores (1986) sefialan que T. vaginalis suacumbe muy pronto a temperaturas
superiores a 40 °C, no resiste la desecacion o la luz solar directa, y muere en el agua en un
periodo no superior a 35 ¢ 40 minutos. No obstante, puede sobrevivir en esponjas himedas
durante varias horas y en la orina durante mas de 48 horas. Por tanto, aunque la transmision
de la infeccion durante el bafio es poco probable, es posible un contagio venéreo en bafios
comunitarios, o cuando se comparten utensilios higiénicos. Atias y Neghme (1984) inciden en
la posibilidad de que 7. vaginalis, al sobrevivir en ambientes himedos durante 6 horas, puede

transmitirse a través de aguas termales, lavatorios, lavabos, toallas o ropa interior. El parésito
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puede sobrevivir hasta 5 horas en aguas atemperadas entre 18 y 29 °C, y aun pH entre 4,9-7,3.

2. Anticonceptivos orales: La prevalencia de la tricomonosis en mujeres que utilizan
algtn tipo de contraceptivo oral, es en general menor que en aquellas que no los usan (Lossick,
1990). Parece ser que el estado hormonal de la mujer, y sobre todo de la biocenosis vaginal
influyen en la supervivencia del organismo. Si la mujer se encuentra en un estado funcional
endocrino normal, existira un buen trofismo vaginal, con células ricas en glucégeno, una flora
de Ddderlein adecuada y un pH vaginal dcido, defensores todos ellos de cualquier intrusismo
parasitario (Perea y Garcia-Orcoyen, 1971). Si el protozoo se transmite en tales condiciones,
puede morir o bien permanecer como saprdéfito, o en tltimo caso hacerse débilmente patoégeno,
en espera de alguna ocasién en que las condiciones puedan hacerse mas propicias para su
desarrolio.

En el caso de existir una insuficiencia estrogenica, ya sea fisiologica o patologica, el
medio vaginal se vuelve mds receptivo para cualquier tipo de afeccion, de ahi que la prevalencia
de la tricomonosis disminuya en mujeres que toman anticonceptivos orales, ya que estos
aumentan los niveles estrogénicos. En este sentido, Trussell, en 1947, encontro el 28,9% de
casos positivos en mujeres embarazadas, comparado con el 17,9% en mujeres no gestantes,

atribuible a que la concentracion de estrégenos disminuye durante el embarazo.

3. pH: Si el medio vaginal es neutro o débilmente 4cido, los tricomonas encuentran el
pH ideal para su desarrollo. Si es alcalino, igualmente se desarrolla, pero existiran muy
frecuentemente otras floras asociadas. La acidez normal de la vagina (pH 4-4,5) evita la
infeccion, pero una vez establecido el organismo causa un aumento de la alcalinidad (pH 5-6)

que facilita su crecimiento.

2.5.3. Factores relacionados con la prevalencia de la enfermedad

A) Actividad sexual. Dejando al margen los posibles mecanismos de transmisién sexual
en ausencia de actividades coitales, parece existir una intima relacién entre el riesgo de
adquisicion de E.T.S. y nimero de parejas sexuales. En este sentido, las mujeres que ¢jercen

la prostitucién constituyen un grupo de alto riesgo de adquirir tricomonosis, y en general
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cualquier enfermedad de transmision sexual. En un estudio realizado sobre 86 prostitutas en

Soria, aparecio el protozoo en 19 mujeres (22,10%) (Ulloa ez af., 1993).

Lossick (1985) en un estudio en el que fueron examinadas 24.529 mujeres, sefiala que
el porcentaje de mujeres infectadas con tricomonas, -que mantuvieron relaciones con mas de
una pareja sexual durante los 30 dias previos al examen-, fue del 21,30% y no infectadas
19,00%; mientras que los porcentajes en los casos de mujeres infectadas con una o ninguna

pareja sexual estable fueron del 28,20% frente a no infectadas 80,98%.

En Sokoto (Nigeria), durante 1990 se realizé un estudio dirigido por Osisanya, sobre
432 mujeres, las 49 (11,34%) muestras positivas fileron aisladas de mujeres con una elevada

actividad sexual.

B) La edad. La edad influye de manera indirecta en el indice de prevalencia de la
tricomonosis, estando el hecho intimamente relacionado con los periodos de maxima actividad
sexual. Asi, los picos de incidencia suelen coincidir con edades en las que se da una méaxima

actividad sexual heterogénea.

En el estudio realizado por Sanchez-Vega ef al. (1993), se tomaron 800 muestras de
exudado vaginal de las cuales 25 (3,1%) fueron diagnosticadas positivamente de tricomonosis,
apareciendo el maximo porcentaje (32%) en ¢l grupo de 30-39 afios, seguido del de 20-29 afios
con 24%.

C) La raza. Algunos autores como Jirovec y Petri (1968), Caterall (1972), Rein y
Miiller {1984) afirman que las mujeres de raza negra muestran un grado mayor de tricomonosis
que las de raza blanca. Los datos recogidos de un estudio realizado a 24.500 mujeres entre los
afios 1980-85, asi lo corroboran. Aproximadamente el 42,3% de los casos diagnosticados
positivos, se encontraron en mujeres de raza negra, un 30% en mujeres de otras razas y un 20%
enmujeres de raza blanca (Lossick, 1985). En este sentido, entre las encuestas epidemiologicas
realizadas hay que destacar el amplio trabajo de Miller y sus colegas (1989) en Baltimore

(USA), sobre una poblacién de 3.005 mujeres negras. En pacientes menores de 29 afios la
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incidencia fue del 22%; en mujeres de 30-59 afios del 69% y finalmente en aquellas de mas de

60 afios tan s6lo se encontraron tricomonas en el 9%.

D) Uso de anticonceptivos. El uso de anticonceptivos orales, se asocia a una
disminucion del riesgo de padecer tricomonosis (von Birnhaum y Kraussold, 1975; Bramley
y Kinghorn, 1979), debido a los altos niveles de estrégenos no permiten la infeccion por

T.vaginalis.

Lossick (1990) sefiala que la infeccion se da mas regularmente en mujeres que no usan
ningin tipo de contraceptivo (34,5%) frente a DIU (30,5%) y la pildora (20,6%) en un estudio
sobre 23.526 muijeres.

No obstante, merece nuestra atencion el trabajo realizado por Ganguli et al. (1989) que
en un estudio epidemiolégico realizado en India sobre 240 mujeres que usaban anticonceptivos
y 80 que no los usaban sostiene las tesis contrarias. Ambos grupos presentaban un flujo vaginal

excesivo y se encontraron tricomonas en el 50 y 21,7% de los casos respectivamente.

E) Infecciones previas por otras enfermedades de transmision sexual. El padecer o
haber padecido otras enfermedades de transmision sexual aumenta el riesgo de contraer o
padecer tricomonosis. Segin Rein y Miiller (1990), 1a incidencia de esta parasitosis es mucho
mayor en grupos de poblacion con un alto grado de otras E.T.S. En un estudio en Viena
(Austria) publicado en 1991 por Kosian y Janisch, sobre 445 mujeres examinadas que acudian
con regularidad a una clinica ginecolégica, un 7% presentaron monoinfecciones, mientras que
el 16% presentd infecciones concurrentes con otros microorganismos del tracto vaginal.
También se encontrd una interdependencia entre la infeccion por T. vaginalis y el grado de

higiene vaginal de las mujeres que acudieron a la consulta.

2.5.4. Prevalencia de la tricomonosis en la mujer

En la década de los 80, segin datos de Rein (1990), unos 3 millones de americanas

contrajan cada afio la tricomonosis. Aunque era previsible un descenso en la incidencia,
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especialmente en EE.UU. y Europa Occidental como consecuencia de la mayor utilizacion de
preservativos y de los antibiéticos para el tratamiento de las vaginitis bacterianas. En 1995, la

OMS da cifras de mas de 8 millones de casos nuevos cada afio solo en EE.UU.

A pesar de la infinidad de estudios que se realizan sobre la prevalencia de esta
enfermedad tanto en mujeres como en varones, practicamente en su totalidad proceden de
poblaciones dispersas o con algin tipo de problemas, tales como pacientes sintomatologicos
o personas con afecciones de transmisién sexual. En mujeres asintomaticas asistidas en
consultas privadas, las cifras de prevalencia, mediante cultivo, son del 3 al 15%, mientras que
entre las prostitutas oscila del 50-75% (Chester et al., 1986). Los datos que se obtienen al azar
y en poblaciones amplias, son la excepcion, y aquellos que podrian ser de alguna manera
aclaratorios o validos, son normalmente poco representativos de la situacion actual. De esta
forma, al realizar una revision de Ia epidemiologia de esta parasitosis a nivel mundial, nos
encontramos con muchos estudios v una gran variedad de rangos de prevalencia. Algunos
pueden ser agrupados, otros no siguen ninguin patrén, por lo que es dificil encuadrarlos bajo
diferentes epigrafes. Teniendo en cuenta que la incidencia depende de muchos factores, como
la edad, actividad sexual, mimero de parejas, habitos sexuales, ETSs, ciclo menstrual, asi como
la técnica de examen, recogida y diagnéstico de laboratorio. En la tabla 2.2. se dan porcentajes
de prevalencia, en distintas encuestas efectqués y las caracteristicas mas sobresalientes

esquematicamente:
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TABLA 2.2. Estudios clinicos de tricomonosis humana (I

o B Autor . Afio Lugar Ndmero Sintomaso . | LPrevaiencia-%_:
L pacientes | - caracteres ~ | S L :
| j_ ‘ (Edad) 1 'esEécificos S -
Sarwat,M.AAl- 1987- Arabia Saudi 53784 Examen orina 39
Shaiby 1992
Radha,P; 1988* | Visakhaptnam, 150 Leucorrea 11,0
Jaykar,P. India {15-70) {Max.20-29)
Meijden,W.1. 1988* Paises Bajos Q0 333
et al.
Atanu Ray 1989~ india 100 Vaginitis 11,0
et al. 50 Sanas 0,0
Tanaka,T; 1989* Japén 224 Aleatorias 8,5
Kaneda,Y.
Mason,P.R 1989 Zimbabwe 214 Parto reciente 19,0
et al.
Kadir, M.A.; 1989* Kirkuk, 646 Flujo vaginal 8,0
Aziz,L.J. Iraq
Ganguli,G. 1989* Allahabad, 24080 Flujo vaginal 50,0
et al. India Anticonc. {1%) 217
No Anticonc.
Davies,A.G; 1989 Birmingham, 110 14 ETS 6,0
Clay, J.C. UK Vict. violacién
Miller,J.M. 1989* Baltimore, 3.005 Mujeres de raza 220
et al. USA <29 negra 69,0
30-59 9,0
=60
Osisanya,J.O. 1980* Sokoto, 432 Vaginitis por 11,3
et al. Nigeria 20-29 tricomonas
Max. actividad
sexual ]
Damiba, A.E. 1990* Qugadaugou, 127 Prostitutas 17,0
et al Burkina Faso
Seller, J.P. 1990* Area rural de 114 Embarazadas 48,0
et al. Botswana
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TABLA 2.2. Estudios clinicos de tricomonosis humana

Kurnatows- . - Clinica 4.9
ka, A. et al. 1960- Lodz, 19024 pediatrica
Polonia
(4%) 1985 33133 Centro enferm. 7.0
parasitarias.
Karpdamdin,M 1975- Rzeszow, 18.772 Clinic. ginec. 5.4
et al. 1983 Polonia (16-60) Clinic. ETS 16,5
Muicahy, F.; 1978- Leeds, 210 Chicas 16,0
Lacey, C.J.N. 1985 UK (12-16) adolescentes
Grygierczyk; 59
Lastowka, M 1978- Polonia 31842
{39 1983 (16-82) 34,0
Kadir, M. 1984 Iraq 300 Problemas 10,0
et al. variados {2%)
Zmirou,D. 1984- Sureste 1022 6,0
ot al. 1985 Francia
Urabe,S. 1985 Fukuoka, 161 8,7
et al. Japén
Carneri,l. de 1985- Lombardia, 154 10,0
el al. 1986 ltalia
Urabe,S. 1986 Fukuoka, 123 Prostitutas 57
et al. Japoén
O 'Farrell, 1987 Kwa-Zulu, 193 Patogenia 49,2
N. ef al. Surafrica sexuales
Embarazadas
Gardner,J.J. 1687- Perth, 209 Pacientes 0,6
(5™ 1688 Australia 108 Controles 0.0
(2-15)
Carneri,l. de 1987- Lombardia, 160 30
et al. 1988 [takia
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TABLA 2.2. Estudios clinicos de tricomonosis humana (Il

- _-Autor

Afio Lugar Namero | Sintomaso Pre#a[enci? % .
) pacientés . céract_eres '
o {Edad) ‘especificos
Charles, 1991* Nagercoil, 215 En clinicas ETS 40,9
S.X. india_ {12-33)
Omer,E.E. 191~ Khartoum, 393 Flujo vaginal 26,5
et al. Sudan {16-65)
Kosian, K. 1991* Viena, Austria 445 Monoinfeccion 7.0
et al. T. vag.+ otros 16,0
Ogbonna, 1991* Jos, 250250 Mujer ciudad 376
C.l etal Nigeria Mujer campo 248
{Embarazadas)
Choubisa,S. 1991* Rajasthan, 340 Vaginitis 70,6
Choubisa, L. India
Ozbilgin, A. 1992* Turkey 100 Uretritis no 12,0
et al. (18-45) |  gonocdcica
Cohn,M ; 1992* Sheffield, UK 17684 Al final de 30,0
Stewart,P. embarazo
Coulibaly, 5.0. 1992 Ougadougou; 167 Leucorrea 11,4
et al. Burkina Faso
Borchardt, K.A. 1992* San José, 100 57 Clinc.ETS 19,0
ef al Costa Rica (18-70) 43 Hospitales 46
Peer, A K. 1993* Durban, 203 89 sint. 14,3
et al Surafrica {18-70) 114 asint.
Mujeres
diabéticas
Isa, AR 1993* Malasia 130 Mujeres 19,2
ef al. drogadictas
Younis, N. 1993* El Cairo, 509 Casadas no 18,3
et al Egipto embarazadas
Sanchez 1993* México 800 Leucorrea 3.1
Vega,J.T. Prurito
—eotal
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TABLA 2.2. Estudios clinicos de tricomonosis humana (1v)

202 F. vaginal

Das, A 1994* Calcutta, India 418 15,1
et al (48.32%)
Prostitutas
Pal, N.K. 1994* Calcutta, India Prostitutas 111
et al
Krieger,J.N. 1995 Seattle 447 & Poblacion de
(EE.UU.) riesgo de E.T.S. 11,0
54% descarga
uretral
Jamison, J. H. 1995 Colorado 634 Adolescentes 54
et al. (EE.UU.) Papilomavirus
Kiufio , C. A. ef 1995 Papta Nueva 206 Pacientes 19,0
al Guinea Estudio
Demografico
Borchardt, K. A. 1995 S. Francisco 204 & Pacientes 12,0
et al. {EE.UU.) (17-72) Sed. urinario
Zhang, Z. F. 1995 Jingan 16.797 Diagnostico 2.5
{China) (>25) cervical \
so:Sanz, M, | 1998 Madrid .| 133 <. Reclusas 320
Cetal . | Otras ETS. -‘
Tanyuksel, M. ef 1996 Ankara 225 Prostitutas 250
al (Turguia) legalizadas
Rivera, L. R. et 1996 Cuernavaca 405 Epid. mujeres 1.7
al {México) jovenes
Ledru, S. et al. 1996 Bobo- 223 Infecciones 27,8
Dioulasso genitourinarias
{Burkina
Fasso)
Brito, E. B. et al. 1996 Amazonia 80 Indios brasileflos 73
(Brasil)
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TABLA 2.2. Estudios clinicos de tricomonosis humana (v)

Aiio

Sintomas o -

Autor Lugar Ndmero - Prevalencia
‘ paciéntes ~.caracteres . | %
o (Edad) | especificos | L
Wiison, T. E. ef 1996 Nueva York - 332 Riesgos de ETS 234
al. (EE.UU)) gestantes en gestantes y
1069 no gestantes 17,7
controles
Tiwara T. ot al. 1996 Papta Nueva 444 Ambito rural 460
Guinea
Wilkinson, D. et 1997 Hlabisa 189 Clinica de 26,1
al (Surafrica) (= =25} planificacién
familiar
Asintomaticas
Yereli, K. et al. 1997 Manisa 207 Fiujo vaginal 131
{Turquia)
Morrison, C. S. 1997 Lusaka 584 Casados 14,0
et al. {Zambia) 419 ETS
Dowe, G. et al. 1997 Kingston 129 Prostitucién 0,0
(Jamaica)
Spinillo, A. et al. 1997 Pavia 148 Clinica de 378
(Italia) (>65) Obstetricia y
1564 Ginecologia 53,3
(<65)
Jackson, B.J. et 1997 Nairobi 504 Trabajadores 6,0
al {Kenya) transporte
Passey, M. etal | 1998 Goroka Ambito rural 46,0
Papua Nueva
Guinea
Mayaud, P. et 1998 Mwanza 660 Gestantes 16,0
al. (Tanzania)
Ramijee, G. ef 1998 KwaZulu Natal 145 Prostitutas 413
al. (Surafrica)
Shuter, J. et al. 1898 Nueva York 213 Reclusas 46,9
(EE.UU)) gestantes
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TABLA 2.2. Estudios clinicos de tricomonosis humana

Schneider, H. ef " 1998 Johannesburge 249 Area rural 18,0
al. {Surafrica) Planificaci6n
familiar
Barberis, H. et 1998 Rio Cuartc 1060 Estudio de ETS 17.3
al. (Argentina)
Minkoff, H.L. ef 1999 MNueva York 292 Prevalencia de 10,3
al. {EE. UU.) VIH+ destrdenes
ginecoldgicos
en VIH+
Fortenberry, J. 1999 Indianapolis {(15-19) ETS entre > 40,0
D. etal (EE.UU.} adolescentes

(*) Las fechas seiialadas, indican el afio en que se publico el estudio.

Datos aclaratorios de la revision;

{1*) Se estudiaron los frotis vaginales de 240 mujeres que usaban anticonceptivos orales, y que presentaban un alto flujo
vaginal. El 50% de las mujeres examinadas tenian o padecian tricomoniasis, en comparacién con ¢l 21.7% de 80 mujeres
que no usaban anticonceptivos orales. Tanto Candida sp. como Trichomonas vaginalis fueron més comunes en mujeres de
bajo status socioecondmico y en mujeres que habian tenido tres o cuatro nifios, que en mujeres de alto status econémico
y en mujeres nuliparas.

(2*) Todas las mujeres que participaron en el estudio estaban casadas, 1/3 eran infértiles, y ¢l resto se lament6 de un
excesivo flujo vaginal durante el embarazo, o durante inusuales periodos de tiempo tras el parto.

(3*) Las muestras de dtero y uretra procedentes de 31.842 mujeres con edades comprendidas entre los 16 y los 82 afios,
fueron examinadas en el Hospital Byton, en Polonia, entre los afios 1979 y 1983. En estos cinco afios, se produjo un
extraordinario aumento de la prevalencia de la tricomoniasis: de 5.9 a un 34%.

{4*) Entre los afios 1960 y 1985, se estudiaron 19.024 chicas con edades comprendidas entre 0-18 afios, en una Clinica
Pedidtrica y Ginecologica, y en un Centro de Tratamiento de Enfermedades Parasitarias y Micoticas, en Lodz, Polonia. Se
pudo observar de 2 a 6 veces menos casos de tricomoniasis, en los dos grupos en esos cinco afios de estudio,

(5*) La flora vaginal de 209 nifias, fuc estudiada y comparada con un grupo control de 108 nifias, en la Unidad de Abusos
Sexuales a nifios, en €l Hospital para nifios Princess Margaret, Perth, Oeste de Australia, entre Enero de 1987 y Diciembre

de 1988. De los 209 casos, tan solo uno se teveld come positivo , y dentro de los 108 controles no aparecié ninguno.
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2.6. TRATAMIENTO DE LA TRICOMONOSIS

En el afio 1954, el laboratorio farmacéutico francés Rhone-Poulenc encontré un nuevo
agente tricomonicida el estudiar una gran variedad de antibi6ticos, antimaléricos y amebicidas
(Lossick, 1990). Dicho agente precursor de los S-nitroimidazoles, recibié el nombre de
metronidazol (1-(2- hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol}), aunque no fue hasta 1960 cuando se

comercializé con el nombre de Flagyl®.

Con anterioridad, el tratamiento de la tricomonosis se reducia a la aplicacion de agentes
topicos e irrigaciones vaginales de escaso valor terapéutico. Entre los compuestos empleados
se encontraban: sales arsenicales (compuestos inorganicos), 4cidos y tiosemicarbazonas
(compuestos organicos aciclicos), carbasonas (compuestos organicos isociclicos) y nitrofuranos
(compuestos organicos heterociclicos), y sobre todo, la azomicina, aislada de Strepfomyces y

que, en virtud de su estructura, fue el verdadero precursor de los 5-nitroimidazoles.

El compuesto cabeza de serie es el metronidazol, experimentalmente ensayado en 1959
por Cosar y Julou, y llevado a ensayos clinicos de tipo II un afio mas tarde. El segundo
nitroimidazol, €l nimorazol, fue descubierto en Italia en 1969 (Carneri ef al., 1969), y poco
después surgié el tinidazol (Miller er al.,1969). Otros nitroimidazoles mas recientes son el
ornidazol, secnidazol, carnidazol, misonidazol y satranidazol. A pesar de ello, el metronidazol
sigue siendo el mds utilizado y se considera el tratamiento estandar para las infecciones de 7.

vaginalis.
La dosis habitual es 250 mg por via oral, tres veces al dia durante 7 dias, o una dosis
inica de 2 g Tanto al paciente como a su compaficro/a sexual; ya sean sintomaticos o

asintométicos deben ser tratados para prevenir la reinfeccion.

2.6.1. Estructura y propiedades fisico-quimicas de metronidazol
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Estructura: 1-(2-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol.

Propiedades: Pm.: 171,2.

Presentacién: Polvo cristalino e inodoro de color amarillo palido o blanco.
Punto de fusion: 159-162 °C.

Solubilidad: 1/100 en agua, 1/200 en etanol, 1/250 en cloroformo, soluble en

icidos diluidos, ligeramente solubles en éter, escasamente

soluble en dimetilformamida..

2.6.2. Espectro antiinfeccioso

Metronidazol es muy activo frente a la mayoria de las bacterias anaerobias. Es activo
frente a bacilos anaerobios Gram negativos no formadores de esporas, bacilos formadores de

esporas y cocos Gram positivos.

Las bacterias Gram positivas no esporuladas son bastantes resistentes. Es mas activo
frente a ciertos anaerobios facultativos. La mayoria de las bacterias aerobias son resistentes al

compuesto nitroimidazoélico.

Presenta accién antiprotozoodsica frente a T. vaginalis, Tritrichomonas foetus,
Entamoeba histolytica y Giardia lamblia. Es ineficaz frente a hongos y levaduras del tipo

Candida sp.

2.6.3. Uso

Se emplea en el tratamiento de la tricomonosis, amebosis, giardiosis e infecciones por
anaerobios. También, como profilictico en cirugia intestinal asociado a veces con kanamicina
y en caso de vaginitis no especificas. Asi mismo, se utiliza como coadyuvante en radioterapia
del cancer, debido a su efecto radiosensibilizador en células hipoxicas pero no en tejidos
normalmente oxigenados, junto con el hecho de que su grupo nitro es capaz de reaccionar
rdpidamente con radicales orgéanicos libres generados por radiacién. También se ha empleado

en el tratamiento del alcoholismo ya que tiene un efecto semejante al disulfirano.

42



REVISION BIBLIOGRAFICA

2.6.4. Mecanismo de actuacidn de los 5-nitroimidazoles

Los nitroimidazoles no son citocidas per se por lo que requieren ser metabolizados
(Heine & McGregor, 1993). Metronidazol penetra en el protozoo por difusion pasiva y es
activado en los hidrogenosomas. El grupo nitro es reducido anaerdbicamente por la enzima
piruvato-ferredoxin oxidorreductasa, dando lugar a radicales nitro citotdxicos que reaccionan
con el ADN (Tocher & Edwards, 1994), interrumpiendo la sintesis de acidos nucleicos, lo que

produce finalmente la muerte del organismo (Ings ef al., 1974).

La gran especificidad del metronidazol frente a microorganismos anaerobios parece ser
debida a que en los organismos sensibles, la ferredoxina o proteinas similares (flavodoxina)
actuan como transportadores electronicos, y cuando se produce una interaccion del grupo nitro
del metronidazol con el sistema redox, la ferredoxina es oxidada y el grupo nitroimidazol es
reducido. La reduccion hace decrecer la concentracion intracelular de producto en su forma
oxidada y permite un aumento de la captacion del firmaco por la célula (Ings et al., 1974).
Dicha captaciéon depende, por tanto, de la concentracion extracelular de metronidazol (Miiller

etal., 1978).

T. vaginalis produce H, y CO, a partir de piruvato, tratandose de una reaccion piruvato
deshidrogenasa-ferredoxin oxidorreductasa, como se demostrd en Tritrichomonas foetus
(Marczak et al., 1983). En este tipo de reaccion el piruvato se combina con fosfato,

produciendo acetil fosfato, H, y CO,, y requiere coenzima A y ferredoxina.

De esta forma, metronidazol y otros productos andlogos en condiciones de anaerobiosis
no s6lo impiden la sintesis de ADN, al inhibir la captacién de timidina, sino que promueven la
degradacion del existente por rotura de la hélice sobre los restos de adenina o timina,
mayoritariamente sobre esta Ultima. Asi se explican las diferencias en cuanto a las
concentraciones letales entre T. vaginalis o Entamoeba histolytica y Rhodopseudomonas
acidofila, que requieren dosis 25 veces mayores, en virtud, probablemente del porcentaje de
A+T en el ADN de estos organismos, que se sitia en un 70% para los primeros y en un 35%

para el Gltimo (Edwards et al., 1974).
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Se han citado varios factores que afectan al mecanismo de acciéon de los 35-
nitroimidazoles; uno de ellos es la presencia de oxigeno que, cuando se mantiene a una
determinada presién parcial, actlia como detoxificante, reoxidando al grupo nitro para
regenerar el compuesto inicial, lo que retardaria la entrada al interior de la célula de mas
farmaco (Pérez-Rayes et al., 1980). Por esta razon, los compuestos con mayor potencial redox,
como son tinidazol y satranidazol, mejoran la actividad antitricomoniasica del metronidazol

(Gowrishankar ef al., 1985).

Igualmente, los organismos que presenten oxidasas de alta afinidad retirardn el oxigeno
del entorno, impidiendo la reoxidacion al compuesto inicial. No obstante, el efecto inhibidor
del oxigeno es menor del esperado, ya que las hidrogenasas citosélicas, NADH y NADPH,
funcionan como secuestradoras de oxigeno, asegurando un ambiente mas reducido en los
hidrogenosomas. El nivel de intracelular de tioles, en particular de glutation, que disminuye la
citotoxicidad de los farmacos (Shrieve et al., 1984) y la capacidad de reparacién del ADN son

otros de los factores que modifican el efecto de los nitroimidazoles.

Aunque los ensayos clinicos no han mostrado diferencias significativas de eficacia entre
los distintos nitroimidazoles, tanto in vitro como in vivo los compuestos con mayor potencial

redox han mostrado mayor eficacia, en especial satranidazol, el nitroimidazol mas reciente.

2.7. CRIBADO FARMACOLOGICOIN VITRO FRENTE A T. vaginalis

2.7.1. Cribado farmacolégico in vitro frente a T. vaginalis

La creciente presencia de tricomonosis resistentes al tratamiento con metronidazol,
ampliamente documentada en Europa, U.S.A. (Heyworth er al., 1980; Muller ef ai., 1980;
Taylor-Robinson & Street, 1982; Dombroski ef al., 1987) y en Asia (Sucharit ef al., 1979;
Sithithaworn et al., 1989), los efectos secundarios como natiseas, vomitos y anorexia (Lossick,
1990) y los efectos adversos mutagénicos (Jhan, 1982) y carcinogénicos (Friedman & Selby,
1989, Zhang & Begg, 1994) que se han venido paliando, parcialmente, con el disefio de nuevos
5-nitroimidazoles, parecen justificar plenamente la incesante buisqueda de principios activos de

eficacia antiparasitaria, a través del modelo experimental y la posterior elucidacion de la
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relacién estructura-actividad. No obstante, pueden existir otras causas, de naturaleza
terapéutica en los hipotéticos fracasos clinicos frente a la infeccion por T vaginalis, como son
el hecho de que ambos componentes de la pareja sexual necesitan ser tratados; o bien de
naturaleza fisiologica, como parece ser la pobre absorcion de metronidazol (Kane e al., 1961),
o la destruccién del firmaco por bacterias o levaduras presentes entre la flora intestinal o

vaginal (Nicol, 1966).

Sinembargo, Meingassner et al.(1978), realizando ensayos de quimiosensibilidad frente
a T, vaginalis en condiciones axénicas, demostraron que persisten las cepas refractarias al

tratarniento con metronidazol.

La alta variedad de ensayos farmacologicos in vitro que emplean distintos medios,
cepas, in6culos y, sobre todo, condiciones experimentales dificultan Ia comparacion de
resultados en diferentes condiciones de trabajo. En la tabla 2.3., a continuacion, se recogen los
criterios de evaluacion y expresion de la actividad tricomonicida més interesantes que, en

mayor o menor medida, han influido en la metodologia seguida en este trabajo.
Los tinicos inconvenientes de los métodos de cribado farmacologico descritos parecen

ser la laboriosidad del recuento microscopico directo en hemocitémetro y cierta subjetividad

en la valoracion de la viabilidad de los tricomonadidos.
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TABLA 2.3. Criterios de evaluacion de la actividad tricomonicida a nivel experimental

AUTORES MEDIO CRITERIO
Michaels & Strube (1961) TIOGLICOLATO Concentracion que inhibe el 90%
+ 5% SUERO EQUINO (S.E.). del crecimiento de los flagelados
respecto a los testigos.
Cavier (1969) VARIOS (TYM). 1.CMI: Minima concentracién

Howes et al. (1969)

Buchner & Edwards(1975)

Kurnatowska et al. (1981)

Berthelot et al. (1991)

Bourée et Issoire (1992)

Loiseau et al. (1993)
Alcalde et al. (1995)

Debbia et al. (1996)

Gavini et al. (1997)

Estudios sobre la influencia de
factores como el medio de

cultivo, cepa e inéculo.

TYM + 5% SUERO EQUINO.

TYM + 5% SUERO EQUINO.

TYM + 5% SUERO EQUINO.

MAGARA
+ SUERO EQUINO.

ROIRON + SUERO EQUINO.
TIOGLICOLATO + 5 % S.E.

DIAMOND MODIFICADO
+ 10% SUERO EQUINO.

DIAMOND MODIFICADO
+ 10% SUERO EQUINO.

CACH (CM 161) + S.E.

inhibe completamente el desarrollo.
2.CMC: Minima concentracion que
elimina a todos los flagelados en 48
horas.

Determinacion de flagelados al cabo
de 24 (48) horas respecto a la
resiembra inicial.

1.CMI: Concentracion minima
inhibitoria ( 0,5 org/ml).

2.CMC: Concentracion minima
citocida.

Actividad en funcién de la
movilidad o la lisis de flagelados.

Conc. de producto que mata los
protozoos tras 30 minutos.

Concentraciéon que inhibe
completamente el crecimiento de los
cultivos después de 48 horas.

1.CML: Concentracion minima letal
al, 6 y24 horas.

1.CMI y 2.CML en 48 horas.

1.CML: Eliminar todos los parasitos
en 24 horas.

2.DLs,: Minima concentracion
reduce el n° de parasitos al 50%.

1.CML: Minima concentracién a la
que no se observa la motilidad de los
protozoos.

1.CMI (Placas de microtitulacion).

Danan et al., (1997) TYM + 10% SUERO EQUINO. Inhibicién del crecimiento
comparado con los controles no
tratados y PROBIT.

ABREVIATURAS: CMI: Concentracion Minima Inhibitoria. CML: Concentracion Minima Letal.

CMC: Concentracion Minima Citocida.
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Cerkasovova ef al. (1988) propusieron la estandarizacién de las condiciones para el
cribado farmacolégico in vitro, recomendando la utilizacién de cepas catalogadas en la
A.T.C.C. Asimismo, se sugiere que los ensayos in vitro deben realizarse en condiciones
axénicas, en pequefio volumen (0,2 ml) y con un tiempo de exposicién optimo de 48 horas. El
in6culo sugerido, para la cantidad de medio sefialada, debe ser aproximadamente 75.000
organismos/pocillo. Estas premisas establecidas en condiciones aerébicas pueden extrapolarse,

seg(in creemos, al ensayo quimioterapico en condiciones anaerdbicas.

2.7.2. Contribucién de los extractos vegetales en el desarrollo farmacolégico de

antiprotozodsicos

El uso de la medicina tradicional estd ampliamente extendido en todo el mundo y las
plantas, componentes de excepcional protagonismo en dichas pricticas curativas, representan
una importante fuente de nuevos compuestos estructurales que sirven para dirigir el desarrollo

de nuevos farmacos (Heras ef al., 1998).

La industria farmacéutica en la actualidad dirige grandes esfuerzos al hallazgo de
nuevos compuestos con actividades biologicas especificas, mediante el cribado farmacolégico
de extractos directos de plantas. Una vez que se determina que estos extractos cumplen los
requisitos de actividad minima adecuados, se observa si su evaluacion secundaria se adapta a

los requerimientos necesarios (COTEC, 1997).

Cuando se llega a este punto hay que utilizar una metodologia que permita identificar,
lo antes posible, los compuestos ya descritos para que el esfuerzo de aislamiento y
determinacion estructural se centre unicamente en las sustancias verdaderamente interesantes.
Para cumplir estos objetivos se requiere una purificacién rapida y simple de las muestras por
cromatografia en fase solida, y para la obtencién de la informacién estructural es aconsejable
la cromatografia de gases y la espectroscopia de masas. Los compuestos obtenidos y
caracterizados, constituyen la base sobre la que se realizan a posteriori las modificaciones para

mejorar su actividad biolégica, con el fin de conseguir el agente terapéutico mas apropiado.
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Siguiendo esta metodologia, alcaloides de la berberina (Berberis arisiata) han
demostrado su eficacia experimental y clinica frente a la leishmaniosis visceral (Das Gupta &
Dikshit, 1929; Ghosh et al., 1983, 1985; Vennerstrom ef al., 1990) y cutanea (Devi, 1929;
Putzer, 1934; Neal, 1964), asimismo se ha comprobado su actividad frente a la giardiosis
(Gupte, 1975) y la amebosis (Subbaiah & Amin, 1967). Recientemente, se ha evaluado el
efecto de la berberina sobre cultivos axénicos de protozoos de metabolismo anaerobio
(Entamoeba histolytica, Giardia lamblia y Trichomonas vaginalis), mostrando su potencial

actividad inhibitoria del crecimiento (Kaneda et al., 1991).

Gonzalez (1990) ensaya 17 extractos naturales de plantas autoctonas de Chile frente
a formas sanguineas de 7. cruzi in vitro a 4°C por el método de Cover (1982). Entre los
extractos con actividad tripanocida mas relevante, en las condiciones experimentales, seftalan:
Gelidium pusilum (Gelidaceae), Myrogloia glandis (Chordariaceae), Bacharis boliviensis y
Senecio graveolens (Compositae). Por su parte, Cardoso (1990) ensaya in vitro 48 extractos
alcohélicos de especies de plantas de la familia Compositae autéctonas de Brasil contra
tripomastigotes sanguineos de la cepa Y, obteniendo lisis total con los extractos de Pluchea

quitoc y de Trixis vauthieri.

Por su parte, la recuperacién de la medicina tradicional a través de la aplicacion del
método cientifico (cribado farmacoldgico) ha permitido restituir principios activos presentes

en el acervo cultural desde siempre y completamente vigentes.

En este sentido, baste como ejemplo los estudios etnofarmacologicos de plantas
guatemaltecas realizados por Caceres ef al. (1998), sobre los extractos vegetales de
Neurolaena lobata, Solanum americanum, Acalypha guatemalensis, Petiveria alliacea y
Tridax procumbens con propiedades antiprotozodsicas, frente a Trypanosoma cruzi. Tales
ensayos se completan con los de Berger y colaboradores {1998), que realizan el cribado frente

a formas tripomastigote y epimastigote de 7. cruzi destacando las mismas especies vegetales.

Desde 1990, se vienen desarrollando en Espafia, a través de ASAC Pharmaceutical

International A.LE., proyectos de I+D encaminados al estudio cientifico de plantas de la
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medicina centenaria de los indigenas americanos procedentes de Iberoamérica, en el programa
IBEROEKA 003. En particular, con el titulo “Cribado y aislamiento de principios
farmacolégicamente activos de plantas iberoamericanas™ se establece un proyecto cuyos
objetivos son la seleccién etnoboténica e identificacién taxon6mica; la extraccion y ensayos
basicos de actividad, y el fraccionamiento y valoracion de actividades farmacologicas:
antitumorales, antivirales, antiinflamatorias, inmunomoduladoras y antiparasitarias de extractos

vegetales.

De las 60 plantas estudiadas, se encontré actividad en 12 de ellas, lo que dio origen a
una segunda fase del proyecto IBEROEKA 003, cuyo objetivo es el “dislamiento y andlisis
de los principios activos seleccionados”, el fraccionamiento de los extractos se lleva a cabo
por distintas técnicas cromatograficas. En esta nueva etapa se incorporo el estudio de 30
nuevas plantas, iniciando su investigacion en 1996 (COTEC, 1997). Nuestra aportacion en el
proyecto ha consistido en el desarrollo del cribado farmacolégico antiparasitario, en particular

sobre 7. vaginalis; cuyos resultados se presentan en esta Memoria.

2.8. MODELOS MURINOS DE PATOGENIA EXPERIMENTAL DE

Trichomonas vaginalis

La primera infeccion experimental con 7. vaginalis se desarrollé con éxito en ratones
de laboratorio (Mus musculus, L.) por Schnitzer et al. en 1950. Estos autores realizan las
primeras descripciones de las lesiones provocadas en el raton por el protozoo tras inoculaciones
de tipo subcuténeo, intraperitoneal e intramuscular. Actualmente numerosos investigadores
usan roedores de laboratorio en estudios de interacciones parasito-hospedador, ensayos de
virulencia y cribado farmacolégico. El raton ha sido el animal mas ampliamente utilizado pero
también ratas, cobayos y cricetos dorados. Las rutas de inoculacién mas frecuentes son la

intraperitoneal, subcutdnea e intravaginal.

La literatura al respecto es abundante; no obstante, se puede sefialar a Trusell (1947),
quien recoge los datos iniciales sobre la experimentacion animal con 7. vaginalis. Después los

objetivos fueron revisados (Schnitzer, 1963; Michaels, 1968; Jirovec et al., 1968; Meingassner
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et al., 1981), pasando a utilizarse con mayor énfasis los animales de laboratorio en ensayos de

quimioterapia experimental. La revisién mas completa publicada pertenece a Honigberg (1978).

Sin embargo, no todos los datos obtenidos en la experimentacion animal contribuyen
significativamente al conocimiento de la enfermedad y del parasito. El complejo ambiente
vaginal, cambiante en funcién del ciclo hormonal y de la respuesta del pardsito, dificilmente
puede encontrar comparacion en la experimentacion animal (excepto en algunos primates no

humanos).

La eleccién de un modelo animal para el estudio de la tricomonosis humana es dificil
de realizar satisfactoriamente. Las infecciones intravaginales de animales simulan en mayor
medida la enfermedad humana, pero el parasito provoca condiciones distintas a ias del tracto
genitourinario humano. Las infecciones ectépicas exponen al parasito a la respuesta del
hospedador que no ocurre en el sitio natural. Los modelos animales pueden proporcionarnos
valiosa informacién, si se tienen en cuenta aspectos especificos de la localizacién e interaccion
parésito-hospedador. Por otra parte, el conocimiento del limite de los modelos nos permitira

establecer interpretaciones mas adecuadas.

2.8.1. INFECCIONES VAGINALES

Los modelos experimentales de infeccién intravaginal de T. vaginalis proporcionan
manifestaciones similares a las que se sefialan en la tricomonosis urogenital humana. Esta ruta
de inoculacion presenta numerosas dificultades técnicas y se ha llevado a cabo, en general, con
limitado éxito. Se ha realizado en mono, cobayo, criceto dorado, rata y raton. El pretratamiento
del ratén con estrogenos es esencial para que prenda la infeccion experimental, pero la
ovarectomia no es necesaria. A pesar de todo, la susceptibilidad de los animales de laboratorio
a la infeccion intravaginal esta supeditada a su estado endocrino y la fase de su ciclo sexual. El
reconocimiento erréneo de estas propiedades puede ser la fuente principal de dificultades al
infectar los animales. Datos bésicos sobre la fisiologia reproductiva de los animales de
experimentacion, que pueden ser de interés para el establecimiento del parasito de forma

intravaginal, se recogen en trabajos como los del UFAW (1976) o de Melby y Altman (1974).
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Para el establecimiento intravaginal de la infeccion experimental de 7' vaginalis enraton
(Mus musculus, L.) (Wildfever, 1974; Cappuccinelli et al., 1974; Meingassner, 1977, Coombs
et al., 1987) se han utilizado diferentes formas de inoculacién:

1.- A partir de cultivos axénicos del parasito, sobre hembras adultas y tratadas
estrogénicamente.

2.- Por pases seriados de ratén a ratén, donde los tricomonas del in6culo
proceden de lavados vaginales.

3.- A través de transmisién sexual, por cruces de un macho con hembras pretratadas

con estrogenos, infectadas y no infectadas (Cappuccinelli ef al., 1974).

Sin embargo, €l modelo no ha sido elaborado suficientemente, lo que impide abordar
dos aspectos fundamentales, el cribado farmacoldgico de productos activos y el estudio de las

interacciones paréasito-hospedador.

Segtin Cappuccinelli y su equipo (1974), el tratamiento estrogénico s6lo es necesario
para la instauracion de la infeccién, ya que posteriormente no es necesario un aporte exogeno
de hormonas para que el proceso infeccioso siga su curso. La duracion es variable, entre una

semana y tres meses.

La fase del ciclo sexual y el tiempo entre la administracion de los estrégenos y la
inoculacion de los parasitos son las circunstancias clave para el éxito enel establecimiento del
parasito. El porcentaje de infeccion es mayor, segun se ha observado, en el periodo de proestro

temprano (Coombs ef al., 1987).

Algunos investigadores recomiendan repetidas inoculaciones (Cappuccinelli ez al.,
1974), o bien in6culos suficientemente elevados, en torno a 5 x 10° tricomonas, en una dosis
tinica (Coombs ef al., 1987) para lograr la infeccién. La introduccion de tampones de gelatina
en la vagina permiten con menor indculo incrementar significativamente ¢l porcentaje de

infeccidon.
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El proceso experimental se realiza previa anestesia del raton con barbiturato (200
mg/Kg de exobarbital sédico) por via intraperitoneal. Los protocolos de inoculacién son

variables dependiendo de la experiencia del grupo investigador (TABLA 2.4.).

Por lo general, se emplean hembras adultas (25-30 g), que son pretratadas con
derivados de estradiol inoculados por via subcutanea. La inoculacién se produce entre los dias
3° a] 7° de la administracion de estrégenos. El indeulo en dosis tnica o miltiple alrededor de
10° tricomonas en 0,02 m! de medio de cultivo Diamond y 0,03% de agar. La inoculacion se
realiza con una jeringuilla de insulina de aguja roma. Para examinar al raton anestesiado, la
vagina es lavada con 0,02 ml de medio de cultivo y la muestra es transferida a un pequefo
volumen suplementado con antibiéticos. No parece existir especificidad de hospedador, al

menos para las cepas utilizadas (Cappuccinelli e af., 1974; Coombs ef al., 1987).

El porcentaje de infeccién es muy variable, segun las experiencias y el namero de
animales inoculados, entre el 15-100%. De otra parte, se ha observado la respuesta de ratones
inoculados de forma repetida y sucesiva, resultando que el nimero que se vuelve a infectar en
cada grupo es menor, alcanzando excepcionalmente de 1-3 meses algunos animales. Después
de repetidas dosis elevadas, 10° tricomonas, se producen infecciones en la cavidad abdominal,

que pueden causar lesiones letales en los 6rganos.
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TABLA 2.4. Protocolos de trabajo para la infeccion vaginal de ratones de laboratorio con
T. vaginalis.
AUTOR TRATAMIENTO PESO PROTOCOLO N* TOTAL PERIODO DE
RATON (g) INFECCION ANIMALES INFECCION
Cappuccinelli Valerato de estradiol. 30 3 dias después de 48 Porcentaje > 40 dias.
etal. -0,5 mg/animal. hormonas. de infeccion:
(1974) 10 dias. 2 x 10° Tric./ 52%
Inoculacién subcutdnea. 0,05 ml.
Meingassner Undecilato de estradiol. 25-30 3 dias después de 27 No descrito.
(1977) 40 mg/kg. hormonas. Porcentaje de
Dos dosis. 10° Tric. + infeccién:
1. subcutanea e C. albicans 94%
intraperitoneal. 0,05 ml.
Wildfever Benzoato de estradiol 18-20 7 dias después de 77 14-21 dias.
(1974) microcristalino. hormonas. Porcentaje de
0,5 mg/animal. 1,5 x 10° Tric. en infeccién :
Semanal. 0,05 ml. 26%
1. subcuténea.
Wildfever Benzoato de estradiol 18-20 7 dias después de 48 42 dias.
(1974) microcristalino. hormonas. Porcentaje de
0,5 mg/animal. 1,5 x 10° Tric. en infeccién:
Semanal. 0,05 ml. 62%
1. subcutanea.
Coombs Cipionato de estradiol. 2-3 meses 2 dias después de 180 92 dias.
etal. 40 mg/kg. hormonas. Porcentaje de
(1987) 1. subcuténea. 10° Tric. infeccion:
en 0,02 ml. 52%

Tomado de Kulda, J. Experimental Animals in Studies of T. vaginalis infection. In Trichomonads Parasitics in Humans (Honigberg, B. M. ed.).
Springer-Verlag. New York, 1990.

Tras un tratamiento inmunosupresor los resultados no son concluyentes:

a.- El porcentaje de infeccion aumenta el 100% con dexametasona (con un tratamiento

de 0,1 mg/kg de dexametasona-21-isonicotina, los seis dias previos a la infeccién). Sin

embargo, el tamafio de muestra en la experiencia es demasiado pequefio para considerar validos

los resultados (Wildfever, 1974).

b.- La irradiacion de ratones aparentemente no afecta a la susceptibilidad a la infeccion

(Cappuccinelli ez al., 1974).

c.- Al parecer, la ciclofosfamida hace disminuir el porcentaje de infeccion. (Coombs et

al., 1987).
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Las manifestaciones patologicas descritas en el modelo por Patten y su equipo (1962),
se sintetizan en que la exposicion a 7. vaginalis provoca cambios epiteliales displsicos en el
22% de los animales. Los cambios fueron reversibles después de la suspension del tratamiento.
La reacciéon aparecia a la 3® semana después de la exposicién inicial y desaparecia
completamente después de la 7* semana de la Gltima inyeccion. También se han descrito
cambios celulares, que afectan principalmente al niicleo. El examen histopatologico muestra

que las células inmaduras ocupan completamente la capa epitelial.

Se han realizado estudios comparativos entre los procesos patolégicos derivados de la
infeccion de 7. vaginalis y las displasias inducidas por agentes cancerigenos quimicos; siendo

comparables cualitativa y cuantitativamente los cambios producidos (Reagan, 1959).

La colonizacién de la vagina con Candida albicans o Lactobacillus acidophilus
mimetiza las condiciones del hospedador natural y ha permitido el mejor establecimiento del
parasito. Meingassner (1977) consigue un 95 % de infeccion en el dia 4° p.i. después de la
administracién conjunta de 7. vaginalis y C. albicans. El inéculo incluye 3,6 x 10’

levaduras/ml, en la proporcién 1/80 vol:vol, y la dosis estdndar de 10° tricomonas/raton.

El modelo murino de McGrory y Garber (1992), que recurre a la precolonizacion
vaginal con lactobacilos mantiene una infeccién consistente durante al menos cuatro semanas.
Sin embargo, Corbeil (1995) duda de la utilidad de los modelos murinos, al no ser T. vaginalis
un pardsito natural del raton, porque los factores de virulencia pueden ser especie-especificos.
El autor propone que puede resuliar de mayor ayuda el seguimiento de la infeccion por

Tritrichomonas foetus en el ganado, puesto que ocurre de forma natural.

2.8.2. INFECCIONES ECTOPICAS

Las infecciones experimentales producidas por la inoculacién de T. vaginalis en varias

localizaciones extravaginales han sido estudiadas, por su interés, basicamente en raton.

El uso de otros animales de experimentacién parece de importancia marginal. Sin
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embargo, se han realizado infecciones subcuténeas e intraperitoneales en cobayo (Newton ef
al., 1960; Jitriphai, 1971). De otra parte, se han infectado ratas por via subcuténea (Teras,
1954) y establecido tricomonas en la cAmara anterior del ojo de un conejo (Kean & Weldt,

1955).

En el ratén se produjeron infecciones que en la cavidad peritoneal y toricica, tejido
muscular y subcutaneo, asi como en el escroto. De todas ellas, las infecciones intraperitoneales
y subcut4neas han sido generalmente usadas en estudios de patogenia (Jirovec et al, 1968;
Honigberg, 1978), inmunologia (Honigberg,1978; Tsai & Price, 1973) y quimioterapia
(Schnitzer, 1963; Michaels, 1968; Meingassner & Heyworth, 1981) de T. vaginalis.

Algunos estudios discuten la existencia de correlacion entre los ensayos subcutineos
e intraperitoneales y la virulencia. Sin embargo, Kulda (1990) mantiene que atn con ciertas
irregularidades, hay una correlacion complementaria entre los modelos de virulencia y la
infeccion natural. El ensayo subcutédneo puede ser de mayor utilidad para diferenciar cepas
virulentas y avirulentas, pero su correlacion con los datos clinicos es escasa (Garber &
Lemchuk-Favel, 1990).

A continuacion, se recogen las principales aportaciones de los investigadores o grupos

que han trabajado con ambos modelos, asi como la metodologia general en cada caso.

2.8.2.1. Infecciones intraperitoneales

La inoculacién intraperitoneal de 7. vaginalis en ratén causa una peritonitis
fibrinopurulenta con abscesos vy focos necréticos en 6rganos abdominales con produccion de

liquido ascitico.

La severidad de la infeccién depende de la respuesta individual del hospedador animal,
que refleja la virulencia inherente de la cepa inoculada. Un patrén de cambios patolégicos y
porcentaje de mortalidad de los ratones infectados es generalmente reproducible bajo

condiciones experimentales estdndar. Sin embargo, la correlacion entre la virulencia de las
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cepas en raton y la gravedad de la enfermedad en pacientes no parece ser perfecta (Kulda,
1990). En contraste con la infeccion intravaginal experimental, la infeccion intraperitoneal no

presenta graves problemas técnicos, y viene siendo utilizada desde hace 30 afios.

Las revisiones sobre diferentes aspectos de este tema son multiples, pero cabe destacar
dos por su esquema general (Jirovec & Petru, 1968; Honigberg, 1978). Las aplicaciones
usuales de este modelo son el estudio de la patogenia de cepas de 7. vaginalis y los ensayos

de quimiosensibilidad a fArmacos potencialmente tricomonicidas.

La inoculacién se realiza en una dosis tnica de parasitos procedentes de cultivos
axénicos en crecimiento logaritmico. La concentracion dptima es de 10° tricomonas / 0,5 ml
de medio fresco (Kulda, 1990). T. vaginalis puede ser mantenida por pases seriados raton-
ratén partiendo de cultivos primarios de tricomonadidos recuperados de la cavidad abdominal
alrededor del 9°-10° dia p.i. (Gobert et al., 1971).

Cierto mimero de autores avalan con sus trabajos la alta capacidad infectiva de aislados
frescos de T. vaginalis cuando son inoculados intraperitonealmente (Bogovsky & Teras, 1958;

Newton et al., 1960; Ivey & Hall, 1964; Gobert et al., 1971). Las diferencias en su virulencia

se presentan en las subsecuentes fases de la infeccion.

Algunas peculiaridades han sido resefiadas en la susceptibilidad a la infeccion de cepas
consanguineas de ratones. Landolfo y colaboradores (1979) sefialan a BALB/c como la cepa
mas susceptible, mientras que los ratones blancos con genes de tipo A fueron los mas
resistentes. El porcentaje de mortalidad acumulada asciende al 60% - 80% en BALB/c,

respecto al resto de cepas consanguineas de tipo A, en las que no se alcanza el 30%.

2.8.2.1.1. Evolucién y manifestaciones patologicas

La mayoria de los parasitos inoculados son destruidos por citotoxicidad no especifica
de las células peritoneales poco después de su inoculacién. En ratones inoculados con 10°

tricomonas, s6lo un bajo nimero de parasitos son observados tras 15 minutos p.i.. Alas 6 h.
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p.i. los parasitos desaparecen del exudado peritoneal (Kulda, 1990).

Los estudios in vitro indican que la citotoxicidad natural frente a 7. vaginalis esta
mediada primariamente por macréfagos (Landolfo et al., 1980). Los tricomonas supervivientes
se fijan en los 6rganos abdominales (estomago, bazo, pancreas e higado) estableciendo focos
de multiplicacion aislados. La infeccién avanza desde los focos por extension provocando
lesiones en los tejidos. Los parasitos viables estan ausentes del liquido ascitico desde las fases
més tempranas de la infeccién experimental. La reaparicién en el fluido ascitico se producird

a partir del 6° dia p.i. y se incrementa hasta la fase terminal de la infecci6n.

Las lesiones iniciales se desarrollan preferentemente en el pancreas, en apenas 12 h. p.i.
pueden observarse abscesos macroscdpicos. Las lesiones permanecen localizadas y de pequefio
tamafio o crecen progresivamente con focos necréticos que se extienden a 6rganos adyacentes,
dependiendo de la virulencia de las cepas. También se han descrito invasiones tempranas en el
higado, habitualmente afectando la region del hilus. Al mismo tiempo, aparecen lesiones en los
nodulos linfoides mesentéricos y ocasionalmente en las glandulas suprarrenales y el aparato
genital.,

Los tricomonas invaden también el estdmago y el bazo (siendo muy frecuente la
esplenomegalia). El aspecto caracteristico de la infeccién avanzada es la presencia de materia
necrotica caseosa, sobre el higado, pancreas y estémago en la parte superior de la cavidad
abdominal; produciéndose adherencia a la hoja peritoneal adyacente. Las visceras se cubren de
un exudado fibrinopurulento. La materia necrética caseosa puede también presentarse sobre

el mesenterio y la parte baja de ia cavidad abdominal.

A medida que la infeccién progresa, el volumen de liquido ascitico aumenta. En la
regién de la cavidad abdominal se produce una ascitis amarillo-grisicea (en cantidades que
exceden los 3 ml por ratén). La fase final de la infeccion es una peritonitis fibrinopurulenta

generalizada,

La virulencia de la cepa de parasito y la susceptibilidad de los ratones hospedadores
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son los dos factores principales que controlan el desarrollo del modelo experimental.

T. vaginalis produce tres tipos basicos de lesiones que reflejan la virulencia de las cepas
usadas (Teras, 1954; Bogovsky & Teras, 1958; Roigas, 1961; Teras & Roigas, 1966). En las
cepas de alta virulencia, se producen cambios inflamatorios exudativos, invasion de 6rganos
abdominales que conducen a la necrosis del higado y abscesos o cambios de tipo inflamatorio
en otros 6rganos. La demarcacion de las lesiones es pobre y los parasitos forman extensiones
invasivas en contacto con los tejidos del hospedador. Los procesos de reparacién estan

desorganizados, con persistentes inflamaciones.

En las cepas de moderada virulencia (tipo crénico), se destaca la organizacion de
exudado fibrinopurulento y tejido conectivo conteniendo numerosas células permeables a focos
inflamatorios (Teras & Roigas, 1966). Los 6rganos abdominales, incluyendo el higado, son
usualmente invadidos pero la extension es limitada. La patologia caracteristica de este tipo de
infeccion son los focos de peritonitis crénica con importante crecimiento de tejido conectivo.

La peritonitis puede causar la muerte.

Con las cepas de baja virulencia se produce exudacién minima y escasos cambios
productivos. La invasién de tejidos es minima, el higado no es invadido. La lesion esta
circunscrita por el contacto con tejido normal del hospedador. Los tricomonadidos, que estan
presentes en bajo niimero, eventualmente pueden ser eliminados, aunque pueden permanecer

encapsulados por espacio de semanas (Teras & Roigas, 1966).

La lesion en el pancreas € higado es importante en el desarrollo de la infeccion
experimental y ha sido estudiada de forma extensa (Bogovsky & Teras, 1958; Reardon et al.,
1961; Teras & Roigas, 1966; Gobert et al., 1969; Gobert ef al., 1971; Brugerolle et al., 1974).
La invasion del pancreas ocurre independientemente de la virulencia de la cepa. Las lesiones
tempranas son pequefios abscesos, envueltos por una delicada capa fibrosa, con neutréfilos en
el centro y parasitos en la zona periférica que interaccionan con leucocitos. Kalasova y
Nedvedova (1977) observaron en abscesos tempranos, vasos capilares congestionados llenos

de leucocitos y de tricomonas, lo gue sugiere un origen vascular de la lesion. Otros
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investigadores, asumen que el pancreas es invadido desde el exterior (Gobert e al, 1971). En

ratones infectados con cepas virulentas, los abscesos se extienden con celeridad.

Laregién proliferativa de tricomonadidos se encuentra en el centro de la lesién cubierta
de una empalizada de leucocitos. La inflamacién causa la completa desorganizacion de los
tejidos invadidos, atrofia de los foliculos glandulares y edema, asi como proliferacion fibrosa

en el area concomitante.

En ratones infectados con cepas de baja virulencia, las lesiones pancreaticas iniciales
son similares, pero el desarrollo de abscesos es limitado. Los tricomonas son incapaces de
evolucionar en una zona distinta de la periferia de la lesion. Siendo separados tales abscesos

por leucocitos que localizan y aislan la infeccion.

El higado puede ser invadido por cepas virulentas. La invasion comienza desde el
exterior, en dreas cubiertas con membranas fibrinopurulentas que contienen numerosos
tricomonadidos. Los parasitos penetran perivascularmente y pasan a través del higado hacia
areas densas donde comienza la necrosis. Estas zonas estan separadas del parénquima a través
de estrechas cubiertas de leucocitos y macréfagos que no previenen el contacto directo de 7.
vaginalis con los hepatocitos. A medida que avanzan los parasitos, las regiones pobladas de

leucocitos degeneran y continiia la formacion de focos necréticos.

Los resultados de estudios histoquimicos indican la deplecion del glucdégeno en el
parénquima hepatico invadido; asi como la acumulacién de lipidos y sustancias de naturaleza
proteica en las areas parasitadas y la presencia de mucopolisacéridos neutros entre las

sustancias fibrinosas presentes (Gobert et al., 1971).

La observacion por microscopia electrénica del higado infectado (Brugerolle ef al.,
1974) revelé la desorganizacién del parénquima hepatico causada por la ruptura de los
desmosomas y la degradacion del coldgeno en las sustancias fibrinoides. Los hepatocitos del
area invadida carecen de glucdgeno, contienen numerosas inclusiones de lipidos y muestran

alteraciones mitocondriales.
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De forma analoga a lo que ocurre en la infeccion humana (Nielsen et al., 1975;
Ovcinnikov et al., 1975), los tricomonas ameboides atacan a las células del hospedador medio

de extensiones citoplasmdticas agranulares ricas en microfilamentos (Kulda et al., 1987).

A pesar de que las experiencias in vifro indican que la citotoxicidad de T. vaginalis es
contacto-dependiente, la citolisis no dependiente de contacto puede ser demostrada in vivo por
microscopia electrénica. Permaneciendo las membranas de los hepatocitos intactas en el lugar
de ataque del parasito, gue presenta un prominente aparato de Golgi y numerosas vesiculas de
transporte y reduciéndose los procesos de exocitosis y endocitosis al area directa de contacto

con las c€lulas del hospedador.

2.8.2.1.2. Ensayos intraperitoneales de patogenia en raton

A. Mortalidad.

Una mayoria de los aislados aleatorios de 7. vaginalis pueden matar un ratén después
de una inoculacién intraperitoneal (Roigas, 1961; Reardon et al., 1961; Ivey et al., 1964). Esta

propiedad ha sido empleada en ensayos de laboratorio.

El nimero de tricomonadidos necesarios para causar infecciones letales puede diferir
en funcion de las cepas de tricomonas, siendo la respuesta muy variable. El porcentaje de
mortalidad (%M), esto es, el porcentaje de ratones que mueren al cabo de un tiempo
determinado, después de la administracion de un indculo estandar, puede ser utilizado con un
indice de virulencia, El dia medio de muerte es como un criterio adicional en ensayos con cepas
que causan alta mortalidad en el raton (Ivey et al., 1964; Laan, 1965). Con un inéculo de 10°
tricomonadidos, el tiempo recomendado de observacion en el test de mortalidad son tres
semanas. Si se utiliza el porcentaje de mortalidad como criterio para la evaluacion de la
virulencia, se recomienda la realizacién de ensayos por duplicado, inoculando un minimo de
30 ratones por experiencia. Entre 23 cepas examinadas (Roigas, 1961; Reardon et al., 1961;
Ivey et al., 1964), el porcentaje de mortalidad varia del 16% al 95%.
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Los ratones inoculados mueren entre el 5° y el 21° dia p.i., aunque el mayor nimero de

muertes se registra entre los dias 9° - 11° después de la infeccion.

Las cepas de parasitos que causan alta mortalidad (90% - 100%) pueden ser usadas en
ensayos farmacolégicos frente a T. vaginalis (Kulda, 1990). El ensayo se inicia con la
inoculacion a un lote de ratones de una cepa virulenta, posteriormente se administra el firmaco
potencial y se observa el porcentaje de mortalidad comparado con ¢l de un lote control no

tratado.

B. Indices de patogenia.

La estimacién de las alteraciones patoldgicas que se producen en la cavidad abdominal
de los ratones proporciona un criterio para la evaluacién de la virulencia de T. vaginalis.
Bésicamente, se siguen dos modelos basados en la valoracién semicuantitativa de las
manifestaciones patologicas. En estas experiencias el lote de ratones infectado con un inéculo
estandar es observado durante un tiempo determinado, al cabo del cual se sacrifica a los
supervivientes. Los ratones que sucumben con la infeccién y los sacrificados son necropsiados
para observar la presencia de tricomonadidos y los cambios patologicos en la cavidad

abdominal. Los cambios patolégicos en cada raton son evaluados.

Teras y Roigas (1966) ¢laboraron un indice de virulencia con rango 0-10 (méxima
virulencia-ausencia de virulencia). Los criterios de valoracién fueron seleccionados sobre la
base de estudios histopatolégicos de la progresion de la infeccion intraperitoneal de ratén
(Teras, 1954; Bogovsky & Teras, 1958; Roigas, 1961, Teras & Roigas, 1966). Incluyen la
muerte del animal inoculado (méxima valoracion) y enfatizan el dafio hepatico, aunque el
liquido ascitico no es considerado. La experiencia se realiza con un alto inéculo de parasitos
(4 x 10 tricomonadidos) y un corto periodo de observacién (10 dias), lo cual puede hacer

disminuir la sensibilidad del ensayo.

Cavier y su equipo investigador (1972) propusieron el denominado indice medio de

infeccion (I. M. L), valorando desde nula a méxima virulencia entre 0-16. Para su
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determinacién, cuantifican las lesiones en higado, pancreas y otras localizaciones de la cavidad
peritoneal y la cantidad de liquido ascitico. La extension de la lesion en cada area y el volumen
de ascitis son valorados desde 0 (ausencia) hasta 4 (méximo). Si los pardsitos no son
detectados en el sitio examinado, la valoracion de Ia lesion en particular es dividida entre dos.
La valoracién parcial es entonces totalizada para obtener el indice de infecci6n para cada ratén.
La media aritmética de los indices de todos los ratones infectados con una cepa en particular
es el 1. M. 1. El ensayo estd basado en los estudios de tricomonosis experimental en ratén
realizados por Gobert y colaboradores (1969-1971), los cuales aportan datos que permiten la
inclusién de las lesiones pancreéticas como criterio cualificado para la evaluacion
independiente. La extension en el periodo de observacion (3 semanas), permite una mejor
diferenciacion de los efectos patogénicos de diferentes cepas de tricomonas y la evaluacion de

la mortalidad.

Segin Kulda (1990), la aplicacion rigurosa de los dos ensayos podria producir
resultados comparables. El ensayo de Cavier (1956) es mas simple pero més subjetivo que el
elaborado cuadro de criterios propuesto por los investigadores estonios. Segin los datos de
Teras y Roigas, las cepas de baja virulencia son las menos frecuentes (10%). La incidencia de

cepas con alta y moderada virulencia es aproximadamente idéntica (45 %).

Toyos (1974) recoge los trabajos clasicos y propone en su Tesis Doctoral un método
para determinar la patogenia de las cepas de T. vaginalis. Se trata de un modelo murino de
inoculacién intraperitoneal del parasito. Después de un periodo de observacion se procede a
la necropsia de los ratones supervivientes; evaluando las lesiones en higado, bazo, pancreas,
estémago y peritoneo, asi como la presencia de ascitis y la mortalidad en la experiencia, que
conforman un indice de patogenia (I.P.). Segln el autor, el modelo no puede correlacionar la

patogenia experimental y la clinica de la infeccion natural.

Delachambre (1981) establece un indice de virulencia de las cepas segin el tiempo
necesario para que los ratones mueran después de la inoculacién intraperitoneal de 4 x 10°
flagelados y la severidad de las lesiones producidas en distintos 6rganos, correspondiendo el

valor 100 a la muerte de los animales en la primera semana p.i.
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Escario (1985) retoma el modelo de Toyos y modifica el baremo para favorecer el
analisis estadistico de los datos obtenidos. Se concluye que la via de inoculacidn intraperitoneal
es de gran fiabilidad. Obteniendo, ademds, una gran concordancia cuando aplica el ensayo a

pruebas de quimioterapia con los resultados previos in vifro.

C. Cambios de virulencia.

La virulencia de T. vaginalis decrece después de un prolongado mantenimiento en
cultivo axénico. Esto es evidente por la disminucioén de los indices de virulencia y la pérdida
de la capacidad de aniquilar ratones inoculados intraperitonealmente. Utilizando ensayos de
mortalidad, un significativo descenso de la virulencia ha sido detectado en 8 de las 12 cepas
investigadas después de 3-4 meses de cultivo (Ivey ef al., 1964; 1975). El examen de 15 cepas
del parasito, con ayuda de un ensayo intraperitoneal en ratén (Laan, 1965; 1966), muestra una
sustancial atenuacién de la virulencia de sfocks mantenidos entre 8 y 32 meses in vifro.
Probando las cepas cultivadas durante cortos periodos de tiempo (v. g. 4 meses) no se revelan

cambios sobre la patogenia inicial.

En general, la atenuacién de la virulencia es mas pronunciada en cepas de alta
virulencia. Prolongados tratamientos con antibi6ticos (Honigberg, 1978; Ivey et al., 1978) y
la resistencia inducida por osarzol (Laan, 1965), parecen favorecer la atenuacion. Un
incremento en la virulencia ha sido observado en cepas de baja y moderada virulencia tras dos
o tres pases intraperitoneales por ratén (Laan, 1965; 1966). En estudios de virulencia con cepas
mantenidas en el laboratorio, es preciso la estabilizacion del cultivo en fresco o su conservacion

en frio (Honigberg, 1978; Ivey ef al., 1975; Diamond et al.., 1965).

2.8.2.2. Infecciones subcutaneas

La infeccién experimental subcutanea en ratén permite el estudio del desarrollo de un
absceso localizado en el lugar de inyeccion. Esto depende de la capacidad de los parasitos para
multiplicarse en el lugar de inoculacién, la infiltracién y muerte de leucocitos, la lisis de las

paredes de los abscesos y la reanudaci6n de la multiplicacién de los parasitos acompafiada por
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la expansion de la lesion. Bajo condiciones controladas, el crecimiento de la lesion y la duracion
de la fase progresiva de su desarrollo es caracteristica de la cepa seleccionada, reflejando su
virulencia potencial. Consecuentemente, el volumen de lesion puede ser usado para estimar los

niveles de virulencia de una cepa (Honigberg, 1961; Frost & Honigberg, 1962).

La infeccion subcutanea de ratones con tricomonadidos es ficil de establecer y produce
lesiones simples de medida directa, ofreciendo un modelo muy apropiado para estudios en ¢l
laboratorio. Ha sido probada con éxito en ensayos farmacolégicos 'y de virulencia (Schnitzer,

1963; Honigberg, 1978), asi como para la obtencion de sueros inmunes.

Schnitzer y colaboradores (1950) fueron los primeros en sefialar la susceptibilidad del
raton a las infecciones subcutaneas. Desde entonces, las infecciones con T. vaginalis se han
realizado por inoculacion simple o multiple, en el area ventral, dorsal (Lynch et al., 1955;
Paronikjan, 1958; Honigberg,1961) o patas posteriores, con pardsitos suspendidos en una

variedad de medios y con un inéculo que oscila entre 7x10% y 1,4x07 organismos.

Honigberg (1961) y Frost y Honigberg (1962) aplicaron el modelo de infeccion
subcutanea en raton a estudios de patogenia y virulencia de tricomonadidos, desarrollando un
procedimiento estandar que pretende obtener resultados generalmente reproducibles. Segiin
el método de Honigberg, las lesiones subcutdneas pueden ser producidas por 9x10°
tricomonadidos en 0,5 ml de medio conteniendo 0,050-0,075% de agar. Esta dosis asegura
altos porcentajes de infeccion y permite el crecimiento diferencial de los abscesos en funcién
de la cepa del parasito. Las variaciones en la dosis entre 6x10° y 10° flagelados no afectan
substancialmente al tamatio de los abscesos resultantes; sin embargo, Ia aplicacion de indculos

elevados resta sensibilidad al método y por tanto limita su aplicacion para ensayos de virulencia.

La presencia de agar en ¢l medio de inoculacion favorece el establecimiento de la
infeccion (Honigberg, 1961; Jeffries & Harris, 1967), siendo innecesaria la utilizacion de
inmunosupresores. Segin Jeffries & Harris (1967), los ratones tratados con cortisona son

menos susceptibles al indculo sin agar.
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La dificultad de este ensayo radica en la valoracion de las lesiones. Mientras una
persona sujeta al raton sin descomponer la lesion, otra procede a realizar las mediciones,
longitud x anchura de la lesién mediante un calibre y la altura con la ayuda de una regla, para

lo que se requiere cierta experiencia (Honigberg, 1961).

En las condiciones estandar, el porcentaje de infeccion con aislados frescos de T.
vaginalis se aproxima al 100%, independientemente de la virulencia de Ia cepa. El hecho de que
una cepa se muestre no infectiva es excepcional. Los ensayos realizados con un amplio nimero
de cepas de 7. vaginalis (Honigberg,1961; Honigberg et al., 1966; Kulda ef al., 1970;
Honigberg et al., 1984) muestran que la diferencia entre cepas esta en el tamafio de las lesiones
que producen y no en su porcentaje de infeccién. Algunas cepas con muy baja virulencia

establecen infecciones pasajeras pero visibles y pequefios abscesos en los ratones inoculados.

En contraste a estos datos publicados, Krieger y su equipo (1983) examinan 7 aislados
clinicos del parasito, dos de los cuales resultan no infectantes para ratones C;H. Los otros
aislados causaban abscesos en un porcentaje variable de los hospedadores (5% - 71%); y los

autores usan la relacién lesién/infeccion producida para deducir Ia virulencia de la cepa.

Segiin otros investigadores, los resuitados de Krieger son poco representativos por las
considerables diferencias en la metodologia: empleo de distintas cepas de ratén, uso de inéeulo
en medio libre de agar,... (Kulda, 1990).

Las distintas cepas de ratones responden de forma diferente a la infeccién subcutdnea
¢on tricomonadidos. La tendencia de los abscesos a la ruptura y el drenaje es mas pronunciada
enciertas cepas -v.g. DBA/2- que en otras. De 8 estirpes examinadas, BALB/c ha sido sefialada
como la mas satisfactoria. La media de los volimenes de las lesiones y también varia de modo
que las medidas absolutas obtenidas con diferentes cepas de raton no pueden ser comparadas
directamente. Sin embargo, los datos relativos obtenidos con tricomonddidos de diferente
virulencia son comparables, como se ha confirmado para BALB/c, CBA y C57BV/6 (Kulda,
1990). La mayor parte de los estudios sobre la virulencia de T. vaginalis han sido realizados

en ratones C57BV/6. La respuesta de esta cepa a la infeccién es menos pronunciada que la de
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otras cepas examinadas (el volumen medio de los abscesos es aproximadamente un 30 % menor
que en los ratones BALB/c). Se recomienda la estirpe C57BL/6 para ensayos de virulencia,
dado que permite el estudio comparativo con trabajos previos obtenidos por otros

investigadores.

2.8.2.2.1. Evoluciéon y manifestaciones patologicas

La lesion causada por la inoculacién subcutanea de 7. vaginalis en raton es un absceso
aparente que sobresale hacia la superficie externa. Dichos abscesos contienen materia purulenta
y algunos tricomonadidos; crecen durante las dos primeras semanas p.i. y eventualmente la
ruptura de las membranas puede producir drenajes. Los abscesos causados por cepas virulentas
llegan a abrirse al final de la primera semana p.i.; las cepas con baja virulencia producen
abscesos menores que no necesariamente se rompen. Después del vaciado, la lesién se cura
usualmente con la formacion de cicatrices. Las lesiones abiertas pueden cerrarse y producir
focos secundarios; raramente los abscesos no se curan tras un periodo prolongado (Honigberg,

1961).

En contraste a la situacion observada en la infeccion intraperitoneal, la respuesta del
hospedador para la eliminacion de los parasitos no es inmediata durante las fases tempranas de
las infecciones subcutaneas. Los tricomonadidos comienzan a multiplicarse lentamente tras la
inoculacion, su nimero se incrementa progresivamente, hasta concentrarse en la pared de la

lesion.

2.8.2.2.2. Estudio histopatolégico

La infeccién induce la migracion de neutréfilos (PMN), que se acumulan en el punto
de inoculacion, La infiltracion de leucocitos contimia mientras se multiplican los parasitos.
Algunos tricomonadidos son fagocitados, pero los leucocitos no consiguen suprimir la
infecciéon. Los tricomonas aumentan en nimero y se intercalan con leucocitos en la zona
periférica, donde se genera un manto distinto al margen colageno. El continuo aporte de

leucocitos dentro de la lesién produce una segunda capa de leucocitos, que también es
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desplazada hacia el interior segiin avanza la zona multiplicativa de flagelados. El proceso se
repite ciclicamente. La zona més profunda de leucocitos presenta degeneracion celular y en el
centro de los abscesos se presentan principios de necrosis. La muerte de leucocitos en el
interior de la lesi6n, aparentemente, contribuye a procesos citoliticos nocivos para el tejido del

hospedador (Frost & Honigberg, 1962).

La lesion se extiende por la lisis de la pared y libera parasitos que penetran en los
espacios intersticiales del tejido edematoso circundante. El edema es mas pronunciado y la
fibrosis es menos efectiva en infecciones con cepas muy virulentas, en las que se suceden
repetidas rupturas y diseminaciones del parasito. Finalmente, la lesion es envuelta por una fina

capa de tejido granulomatoso que los tricomonas no pueden atravesar.

Este proceso es muy similar en diferentes cepas de tricomonadidos (Frost & Honigberg,

1962), siendo las diferencias mas de tipo cuantitativo que cualitativo.

2.8.2.2.3. Ensayos subcutaneos de patogenia en raton

Honigberg disefio (1961) y puso a punto (1966) un ensayo cuantitativo para el estudio
de la virulencia del parasito, basado en la medida de los abscesos a los 6 dias de la

administracion subcutinea de in6culos estandar en cepas consanguineas de raton.

Para ello, ratones C57BL/6, de 18-20 g de peso, son inoculados en ambos flancos con
8 x 10° tricomonas suspendidas en 0,5 ml de medio tioglicolato con 5% de suero equino
inactivado. En torno al sexto dia, se¢ miden la longitud, anchura y altura de cada lesién y se
calcula el volumen de la porcién prominente de los abscesos, correspondiente a la mitad de un

esferoide, de acuerdo con la siguiente formula:

VOLUMEN =0,5236 x LxAxH

Para obtener datos reproducibles, es preciso determinar la media de 30 abscesos

intactos. El investigador recomienda la inoculacién de, al menos, 20 ratones, por la potencial
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ruptura de las lesiones antes de su medicion. Dicha ruptura reflejara propiedades de virulencia.

Sin embargo, los abscesos pueden romperse por razones no relacionadas con la

virulencia, debiendo tomar con cautela la relacién entre lesiones abiertas y virulencia.

La reproducibilidad del ensayo fue cuestionada por Delachambre (1981), quien realizo
anélisis estadisticos de resultados sefialando la excesiva variabilidad en las respuestas de los
ratones BALB/c tras la inoculacién de dos clones de T. vaginalis. No obstante, Honigberg y
su equipo (1961; 1984) muestran que la homogeneidad es satisfactoria cuando los resultados
son sometidos al analisis de la varianza. La ausencia de homogeneidad estadistica de los
resultados puede indicar incorrecciones de tipo técnico que pueden ser identificadas y
subsanadas. El desarrollo con éxito del ensayo demanda paciencia y un estricto seguimiento del
protocolo descrito. El volumen medio de abscesos de 6 dias en la cepa C57Bl/6 para 77
aislados frescos de T. vaginalis (Honigberg et al., 1984; Kulda et al., 1977) se sitiia en un
rango continuo desde 60 mm®-230 mm’. El tamafio intrinseco de las lesiones subcutaneas indica

un potencial de virulencia especifico.

Desgraciadamente, al igual que ocurre con otros modelos experimentales, la patogenia
en animales de laboratorio inoculados por via subcutdnea no es extrapolable a la patogenia

clinica en pacientes (Honigberg er al., 1984).

2.8.2.3. Infecciones intramusculares.

La inoculacion de cultivos axénicos de 7. vaginalis en ratéon produce abscesos
localizados en el lugar de la inyeccion (Schnitzer ef al., 1950; Gavrilescu, 1962; Ivey & Hall,
1964).

El in6culo aplicado varia, segtn los autores, de 1,5x10° a 2,5x10° tricomonas en 0,2
ml de medio TYM con agar suplementado o no con suero (Schnitzer ef al., 1950; Ivey & Hall,
1964) o0 en 0,1 ml de solucion salina (Gavrilescu, 1962); produciendo lesiones cuyo volumen

y persistencia depende de la dosis infectante (Schnitzer et al., 1950).
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La lesién es un nodulo palpable en el tejido inoculado a los 3 dias p.i.. La lesion
progresa gradualmente hasta formar un amplio absceso después de 14 a 18 dias. El tamafio
limite que puede llegar a alcanzar es de 860-2000 mm’ y contiene un material gris verdoso lleno
de parasitos y leucocitos. Los abscesos disminuyen después de 8 a 12 semanas, pero conservan
tricomonas viables. La posibilidad de usar infecciones intramusculares para ensayos de

virulencia de tricomonas ha sido sugerida por Gavrilescu (1962).

Las diferencias en la histopatologia de las lesiones (abscesos agudos o cronicos)
deberian poder correlacionarse con las formas clinicas de la enfermedad en pacientes
(Gavrilescu, 1962), si bien la infeccién intramuscular no parece adecuada para el seguimiento
de la evolucién de la virulencia (Ivey & Hall, 1994), dada la variacién considerable en el

tamafio de la lesién y la dificil accesibilidad al sitio de infeccion.

La infeccién intramuscular en raton ha sido empleada en estudios inmunolégicos (Kelly
& Schnitzer, 1952; Schnitzer & Kelly, 1953; Kelly et al., 1954); se ha sefialado la capacidad
de promover proteccién inmunoldgica efectiva (80%-100%) frente a inoculaciones miltiples
por las vias intramuscular e intraperitoneal. La esplecnectomia no impide que se produzcadicho

efecto. Sin embargo, no se trata de una ruta de inoculacién que se emplee en Ia actualidad.

2.8.3. CORRELACION ENTRE PATOGENIA EXPERIMENTAL Y CLINICA

La correlacién entre la patogenia experimental en raton y la patogenia clinica presenta
ciertas dificultades. El perfil clinico es dificil de valorar y el establecimiento de la severidad de
la enfermedad en base a la sintomatologia es un criterio excesivamente subjetivo. Ademads, las
manifestaciones clinicas estan afectadas por la respuesta individual del hospedador. Algunos
signos como alteraciones en el cérvix uterino, revelados en los exdmenes citopatologicos de
frotis vaginales o estudios de biopsias cervicales, reflejan de forma mas clara la virulencia
potencial de una cepa de 7. vaginalis (Honigberg, 1966; Kulda & Honigberg, 1970; Honigberg
et al., 1984).

Teras y Roigas (1966) estiman la virulencia comparada sobre la base de los ensayos
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intraperitoneales y los perfiles clinicos de los pacientes, empleando en sus estudios 151 aislados
de mujeres y 73 aislados de varones. Los resultados obtenidos indican que las cepas que
muestran mayor virulencia en ratén se corresponden en mayor proporcién con tricomonosts

agudas y subagudas que con infecciones cronicas y latentes.

Segun Reardon y colaboradores (1961), la evaluacion de la mortalidad después de la
inoculacidn intraperitoneal revela diferencias entre dos cepas de 7. vaginalis, una procedente

de una paciente con vaginitis severa y otra causante de una infeccion leve.

Sin embargo, en un estudio sobre 11 cepas obtenidas de pacientes que presentaban
sintomas moderados, los autores no pudieron correlacionar la mortalidad del ratén con las
manifestaciones clinicas asociadas. Ivey y Hall (1964) fueron incapaces de distinguir mediante
ensayos de mortalidad la virulencia de 30 aislados recientes de pacientes
asintomaticos/sintométicos, si bien demostraron diferencias de virulencia en cepas probadas por
ensayos subcutineos. Honigberg (i 966) y Kulda ef al. (1970) recurren también a esta via de
inoculacién. De un total de 11 cepas del parasito documentadas con un completo registro de
perfiles clinicos y patologicos, 8 mostraron un alto grado de correlacion positiva entre la
virulencia para el ratén y varios parametros de la enfermedad vaginal y cervical en pacientes.
Menores diferencias detectaron con otras dos cepas. La ultima cepa, muy patogena para el

ratén, procedia de una paciente con sintomatologia moderada.

Estudios posteriores (Honigberg ef al., 1984), con 52 muestras no selectivas de cepas
de T. vaginalis, permitieron la comparacion de los ensayos subcutaneos en raton con aspectos
clinicos, citopatologicos (frotis por Papanicolaou) y biopsias cervicales. Sorprendentemente,
las alteraciones celulares en el epitelio cervical fueron el tinico parametro que mostraba una
correlacion significativa con los resultados de los ensayos experimentales. Los sintomas
clinicos y signos de vaginitis y cervicitis detectados por examen citopatoldgico no se

correlacionaron con el tamafio de las lesiones subcutaneas.

A pesar de ello, Honigberg (1978; 1979) considera este modelo como el mas idoéneo,

porque permite la mas precisa cuantificacién de los resultados y parece estar menos afectado
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por factores extrinsecos que puedan modificar el curso de la infeccion experimental. Ademas
los datos obtenidos permiten una comparacién objetiva de diferentes ensayos. Cuando se
compara con el ensayo intraperitoneal, se comprueba que no hay relacién entre los valores
obtenidos por los dos métodos (Ivey & Hall, 1964) y se cuestiona la utilidad del ensayo

intraperitoneal para la evaluacion de virulencia.

Sin embargo, mas recientemente, se ha estudiado la virulencia de 25 cepas de T.
vaginalis por ensayos subcutaneos, intraperitoneales (modificados de Cavier) y de mortalidad,
y se ha contrastado con la patogenia clinica mostrada en biopsias cervicales. Las cepas fueron
divididas en 4 grupos de virulencia segun el alcance de las lesiones; suave, moderada, alta, muy
alta. Independientemente del ensayo empleado, la cepa con mayor virulencia para el ratén esta
dentro del grupo de aislados que causan la més severa lesion en humanos. Ninguno de los

métodos parece, por tanto, claramente superior al resto (Kulda, 1990).

La discrepancia entre los resultados de varios ensayos puede ser explicada por la
diferente sensibilidad a muitiples factores que controlan la virulencia de la cepa. En este
sentido, Stejska y Kulda (1990) realizaron a lo largo de un afio, ensayos con una cepa virulenta
mantenida en cultivo sin observar atenuacion de la virulencia en los ensayos subcutaneos
(volumen de lesién 180 mm’); sin embargo el indice medio de infeccion decrece un 20%, la
mortalidad desciende de 80 % a 23 %, y el tiempo medio de la muerte se incrementa de 9,8 a

17,6 dias.

Pérez del Molino et al. (1987), en un estudio comparativo entre la sintomatologia
clinica vy la virulencia de cepas de T. vaginalis, concluyen que existe una buena correlacion
entre el cuadro clinico y el porcentaje de mortalidad tras la infeccion intraperitoneal, asi como

con el volumen medio de los abscesos subcutaneos.

En definitiva, aunque ninguno de los modelos experimentales permite la perfecta
correlacién con la patogenia clinica, los datos sugieren que los ensayos de virulencia en ratén
reflejan propiedades biolégicas intrinsecas de 7. vaginalis que pueden ser de importancia en

la consideracién de la patogenia potencial del parésito en humanos (Kulda, 1990).
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2.9. INMUNOPARASITOLOGIA

Clasicamente la inmunidad es un sistema de reconocimiento especifico de moléculas
extrafias al organismo. Hay dos niveles de defensa contra la invasion de agentes externos: la
inmunidad innata o inespecifica y la inmunidad especifica (adaptativa o adquirida). La diferencia
principal entre las dos estriba en la especificidad y la memoria inmunolégica, ambas

propiedades exclusivas de la inmunidad adquirida (Stites & Terr, 1991).

Fl descubrimiento reciente de que las citocinas que intervienen en la inmunidad tienen
una participacion trascendental en estos procesos iniciales de la infeccion ha mitigado un poco

la diferenciacién entre procesos de defensa inespecificos o especificos.

Es conveniente, de todas maneras, considerar la secuencia de reacciones que el
organismo presenta ante la invasion parasitaria. Para simplificar, podemos decir que cuando un
agente infeccioso invade el organismo, encuentra primero los elementos efectores de la
inmunidad innata inespecifica (barreras cuténea y mucosas, lisozima y otras enzimas, proteinas
de la fase aguda, fagocitos, células NK y complemento). Estos pueden ser suficientes para
prevenir la enfermedad, pero, si no es asi, entonces se activa ademas ¢l sisterna inmunitario
adaptativo (linfocitos T, linfocitos B y anticuerpos), que permite la recuperacion de la
enfermedad v establece una memoria inmunologica especifica; se dice entonces que el

individuo ha adquirido inmunidad contra el agente infeccioso (Paul, 1989).

Ambos tipos de inmunidad, la innata y la adquirida, no actian separada ni
secuencialmente, sino en intima relacion. Los vertebrados usan diferentes estrategias para
defenderse de las infecciones parasitarias en funcién de la variedad de tamafio, fisiologia,
localizacion y capacidad para evadir la tespuesta inmune que presentan los parasitos. Asi, los
mecanismos efectores frente a los agentes infecciosos estdn estrechamente regulados por dos
componentes fundamentales: uno de naturaleza celular (linfocitos T) y otro molecular

(citocinas).
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2.9.1. La respuesta inmunoldgica frente a los parasitos

2.9.1.1. Papel de los linfocitos T y las citocinas en las infecciones parasitarias

Los linfocitos T cooperadores (CD4+) son los principales directores de la respuesta
inmune porque su participacién es necesaria para la activacion de las células efectoras
principales de esta respuesta, es decir, los linfocitos T citotéxicos (CD8+) y los linfocitos B
productores de anticuerpos (Stites & Terr, 1991). También median la respuesta de la
hipersensibilidad retardada (ANEXO I), util sobre todo frente a la infeccion por pardsitos
intracelulares y frente a algunos virus (Cher & Mossman, 1987).

Nuestro conocimiento de las funciones de los linfocitos T CD4+ y CD8+ en las
infecciones parasitarias ha cambiado drdsticamente en los tiltimos afios. La divisién simplificada
de los linfocitos T en cooperadores (Th) CD4+ y supresores/citotoxicos (Ts/Tc) CD8+ ha sido
reemplazada por la comprensién de que la citotoxicidad no es una funcién reservada solo a las
células CD8+; por tanto, los subtipos de linfocitos T pueden ser mejor establecidos por la
identificacion de sus productos (citocinas/linfocinas) y por la supresion de las funciones
efectoras (Scott & Sher, 1993). Un importante avance en el campo de la inmunoparasitologia
fue el descubrimiento, en un modelo murino, de que las células T (CD4+) se dividen en dos

subtipos (Mosmann & Coffiman, 1989), aunque no son los tnicos:

h) Células Thi, que producen IFN-v, e interleucina 2 (IL-2), IL-3, GM-CSF y linfotoxina.
i) Células Th2, las cuales producen I1L-4, IL-5 e 1L-10 y GM-CSF.

Por razones no muy bien comprendidas, las infecciones parasitarias estin asociadas
preferentemente con una de estas dos subclases. Esto ha dirigido el uso de modelos parasitarios
in vivo no solo para mejor comprensién de las infecciones humanas, sino también para
determinar ¢cémo se desarrollan las subclases de las células T durante la infeccion cronica y
elucidar qué factores/mediadores son responsables de su regulacion (Scott & Kauffman, 1991).
Por ejemplo, en las infecciones por helmintos los elevados niveles de IgE y la eosinofilia
parccen asociarse a una respuesta debida a linfocitos T CD4+ de la subclase Th2.

73



REVISION BIBELIOGRAFICA

Analogamente, las infecciones por protozoos estin a menudo asociadas con respuestas
como la hipersensibilidad retardada (DTH) 6 de tipo IV, que son mediadas por las linfocitos
T CD4+ de la subclase Thl (Scott & Sher, 1993).

Las células T CD4+ median la susceptibilidad y la resistencia a la infeccion de ciertos
protozoos (Titus et al., 1986; Howard, 1987). Varios laboratorios han demostrado que la
presencia de citocinas Th1 se correlaciona con la resistencia, mientras que las citocinas Th2 lo
hacen con la susceptibilidad (Heinzel e al., 1989; Scott, 1988; Locksley & Scott, 1991).

La asociacion entre linfocitos Thl y proteccion, y de otra parte, entre linfocitos Th2 y
susceptibilidad fue rigurosamente establecida tras comprobar como lineas celulares que exhiben
perfiles Thl transfieren proteccion, mientras que las células con citocinas Th2 incrementan la

susceptibilidad (Scott et al., 1988; Holaday et al., 1991).

Otro de los factores que puede influir en la respuesta inmunitaria es la dosis de antigeno
inoculada (Bretscher ef al., 1992). De tal manera que una cepa murina susceptible puede llegar
a ser resistente si los animales son previamente tratados con bajas dosis de antigenos
parasitarios. Los mecanismos implicados en esta respuesta no estan bien definidos, pero se

postula que interviene la induccion de células T CD8+.

Por su parte, las citocinas son mediadores de naturaleza peptidica que se secretan tanto
durante la respuesta inflamatoria aguda como en la cronica por distintas células inflamatorias
como los macréfagos, linfocitos, células cebadas y células endoteliales. En general, se sintetizan
en respuesta a estimulos de tipo inmunolégico . Su sintesis tiene lugar mediante procesos que
implican nueva transcripcién de genes y generacion de ARNm inestable, lo que unido al corto
periodo de transcripcion hace que se trate de una sintesis transitoria. Una vez sintetizadas no
se almacenan en la célula, sino que se secretan inmediatamente actuando sobre receptores

especificos de sus células diana.

La mayor parte de las acciones de las citocinas sobre sus células diana dependen
también de una nueva transcripcion génica, que estd mediada por la activacion de factores de

transcripcién. Estos factores de transcripcion activos migran al niicleo y se unen a secuencias
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de nucleétidos especificas siendo capaces de estimular o inhibir Ia transcripcion de genes. Asi
pues, la actividad de las citocinas sobre las células diana favorece la sintesis de nuevas proteinas
que puedan tener diversas acciones: antiviricas, inmunolégicas, receptores de superficie,

moléculas de adhesién, otras citocinas (Abbas ef al., 1995).

No obstante, la actividad de las citocinas es muy compleja, ya que:

— Una misma citocina puede estimular distintos tipos de células (pleiotropismo).

— Cada citocina es capaz de producir diferentes efectos sobre una misma célula diana.

— Pueden influir positiva o negativamente en la sintesis de otras citocinas en la célula
diana.

— Pueden actuar conjuntamente produciendo efectos sinérgicos o antagdnicos.

— Pueden aumentar o disminuir el nimero de receptores especificos para estos

mediadores.

Por otra parte, las citocinas son capaces de interaccionar sobre los receptores de la
misma célula que las secreta (accion autocrina), -como sucede durante el proceso de activacion
del linfocito Th-, de células proximas (accion paracrina) -actuacion en el foco inflamatorio-,

o bien son secretadas a la sangre produciendo efectos sistémicos (accién endocrina).

Segun su origen y sus efectos sobre las células diana (Liles & van Voorhis, 1995), se
clasifican como: factores de crecimiento hematopoyético, interferones, linfocinas, monocinas

y quimiocinas (ANEXO II).

2.9.1.2. Larespuesta inmunitaria frente a protozoos

La presencia de parasitos unicelulares en el organismo es rdpidamente detectada por
los macréfagos que inician procesos de fagocitosis. La activacién posterior de los macrofagos
acelera la fagocitosis e intensifica la degradacién de los parésitos, pero no es indispensable para
iniciar la actividad macrofigica. Los productos metabdlicos de los protozoos, seguramente

juegan un papel en la activacién de estas células. La estimulacién de los macréfagos,
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endoteliocitos, fibroblastos y plaquetas induce a estas células a producir una serie de mokéculas
activas, siendo las mas comunes la interlencina 1 (IL-1), IL-6, IL-8 y el factor de necrosis
tumoral (TNF). Estas moléculas, individual o colectivamente, estimulan la produccion y
quimiotaxis de los neutréfilos, linfocitos y macréfagos. Al mismo tiempo actan sobre el
endotelio vascular aumentando las moléculas de adhesién y la permeabilidad capilar, lo cual

favorece la retencion, extravasacién e infiltracion local de estas células.

El resultado final es la produccion de un infiltrado inflamatorio alrededor del parasito,
con abundancia de células fagocitarias (neutrofilos y macrofagos), factores plasmaticos
(complemento, lisozima,...) y células inmunes (macréfagos y linfocitos). En infecciones
generalizadas, estas linfocinas también provocan efectos sistémicos como la produccion de
prostaglandinas (que causan fiebre), de ACTH (que liberan corticoides), y de proteinas

hepaticas de fase aguda (como la proteina C reactiva, que ejerce diversas funciones defensivas).

Los macrofagos de ratones susceptibles a protozoos como Plasmodium, Babesia,
Trypanosoma, o Leishmania eliminan a los respectivos parasitos cuando son activados
mediante inmunomoduladores inespecificos. Esto prueba que los macréfagos pueden ejercer
funciones parasitoliticas sin activacién especifica previa y sugieren que lo mismo debe suceder

en el foco inflamatorio de las respuestas de fase aguda.

En prevision, sin embargo, de que esta respuesta pudiera ser insuficiente para eliminar
al patégeno, la presencia de macrofagos y linfocitos enla zona permite la iniciacion muy precoz
de una respuesta inmune especifica. Esta respuesta empieza con la activaciéon de los
precursores de linfocitos T cooperadores, continiia con la activacion de los linfocitos
cooperadores, y, probablemente, después se especializa hacia una respuesta mediada por

células o una respuesta humoral.

2.9.1.2.1. La activacion de los linfocitos T cooperadores (Th)

La activacién de los linfocitos Th ocurre tempranamente en el curso de la respuesta

inmunitaria, y, al menos, requiere de dos sefiales. La primera sefial proviene de la union del
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receptor del linfocito T (TCR) con el complejo antigeno-molécula de CMH de clase IT de la
célula presentadora (CPA). Ellinfocito Thestimulado primariamente por el complejo antigeno-
CMH de clase H se denomina linfocito Th precursor (ThP). La estabilidad del complejo
formado por el receptor del linfocito (TCR) y el antigeno-CMH de clase Il se alcanza a traves
de las proteinas CD3 y CD4 que estabilizan la combinacién con el TCR y ayudan a la
transmision de sefiales al interior del linfocito. Ademds, otra serie de proteinas de la CPA
(CD22, CD54 y CD58) se acoplan con proteinas del Th (CD2, CD11a, CD18 y CD45) y
refuerzan ambas funciones.

I.a segunda sefial precisa un par de coestimulos. Estos son: la accién de las citocinas
11-1 y TL-6 producidas por la CPA activada, y la unién de la proteina de superficiec B7 de la
CPA con las proteinas CD28 o CTLA4 del linfocito y citocinas producidas por la CPA
activada, cuya principal funcion es la de iniciar la respuesta inmunologica. Estas dos sefiales
juntas inducen [a expresién de receptores para IL-2, asi como la produccion de la propia IL-2

(Mannel et al., 1985).

En este contexto, la IL-1 contribuye a la activacion del Th, estimula la actividad de los
macréfagos, células agresoras naturales (NK), mastocitos y linfocitos B y contribuye a la
respuesta de la fase aguda. Por otra parte, La IL-6 favorece la activacion del Th, promueve la

proliferacién y diferenciacion de los linfocitos B, y participa en la activacion de la fase aguda.

Esta complicada secuencia de acontecimientos necesaria para activar los linfocitos Th
es caracteristica de la respuesta inmune. Las consecuencias de una inmunidad aberrante serian
tan devastadoras para el individuo que la naturaleza ha hecho esfuerzos por asegurarse de que

la respuesta inmunoldgica esté bien regulada.

La interacciéon de la IL-2 con sus receptores estimula la multiplicacion de las células
ThP y su diferenciacion hacia linfocitos Th activados (Th0). La principal funcién de la IL-2 es
la de amplificar la respuesta iniciada por contacto del linfocito T cooperador con la CPA. Esto
se va a llevar a cabo induciendo el crecimiento y la activacién de las células que expresen
receptores para la [L-2, incluyendo las propias células Th (Greebaum et al., 1988), que son las
que principalmente la producen (efecto autocatalitico), los linfocitos T citotéxicos (Malek et
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al., 1985; Morgan et al., 1976) y las células NK (Trinchieri, 1989). Estas células activadas por
la IL-2 son capaces de producir a su vez otras citocinas como factores de crecimiento y
diferenciacién de los linfocitos B, eosinéfilos y mastocitos (IL-4, IL-5, IL-6, IL-9), factores
hematopoyéticos (IL-3, GM-CSF) que estimulan la produccion en médula ésea de nuevas
células inmunes mieloides que pasan a la circulacién, o IFN-y (secretado por los linfocitos T
y células NK) que tiene, entre otras funciones, la de aumentar la actividad de las propias células
NK (Lamont, 1996), aumentar la expresion de los receptores de alta afinidad para laIL-2 en
células del sistema monocito/macréfago, aumentar el nimero de moléculas CMH de clase 11
y de receptores para Fc y complemento en la membrana de células del sistema mononuclear
fagocitico (Murray, 1990a; 1990b), y aumentar las moléculas de CMH de clase [ de células
diana de los linfocitos T citotéxicos (Trinchieri & Perussia, 1985). Todo ello se traduce en un
aumento final en la actividad de las células NX, de los linfocitos y de las funciones del sistema
macréfago-monocito (fagocitica-bactericida, presentadora de antigeno, tumoricida) (Paul,
1989); estas células macrofagicas, reclutadas y potenciadas enormemente en sus funciones por
la activacién inicial de los linfocitos T cooperadores, seran las principales células efectoras que

medien las respuestas de hipersensibilidad retardada (inflamacion cronica) (Nathan, 1987).

Los macrofagos que van siendo reclutados al foco inflamatorio presentan el antigeno
a otros linfocitos T cooperadores, y segregan mas IL-1 y otras citocinas como el TNF-o
perpetuando la respuesta (Stites & Terr, 1991, Paul, 1989). Ambas citocinas, aparte de inducir
la formacién de IL-2 por los linfocitos T y otras células del sistema inmunitario, son también
activadoras de las prostaglandinas en diferentes tejidos del organismo, y por tanto responsables
directas de muchos de los signos y sintomas del proceso inflamatorio, como son el aumento de
Jas proteinas de la fase aguda por los hepatocitos, la neutrofilia y la fiebre. Sus efectos en el
cerebro, ademas de la fiebre, son fundamentalmente somnolencia, anorexia y aumento de la
secrecién hipotalamica de CRF (factor activador de ACTH), conel consiguiente estimulo del
eje hipofiso-suprarrenal y aumento de esteroides (Le & Vilcek, 1987).

La activacién de los células Th se produce en los dos primeros dias de la infeccion
parasitaria y constituye, simplemente, el paso inicial de la ampliacién de la respuesta inmune.

El fenémeno predominante, cn este momento, es la promocion de un foco inflamatorio
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inespecifico (como en la respuesta de la fase aguda) pero ya se inicia la expansion de linfocitos
T precursores (ThP) y B que precede a la reaccién inmune especifica. Esta activacion de las
células Th parece ser un paso intermedio de organizacién de la respuesta inmune y el primer
ataque contra el parasito. Aunque se observa una estimulacién generalizada de las células
inmunes (mediante IL-2 e 1L-3), ya existe la estimulacién concurrente pero especifica de la
inmunidad mediada por células (mediante IFN-y e IL-2) y de la inmunidad humoral (mediante
las IL-4, IL-5 ¢ IL-9).

Si el par4sito (0 sus antigenos) estan presentes tras la primera semana de infeccion, los
antigenos tienen la oportunidad de reestimular las células Th activadas. Esta estimulacion
crénica provoca la diferenciacion de los linfocitos T activados en una de dos direcciones: hacia
linfocitos Thl 6 Th2. Las células Thl producen IFN-y, IL-2 y TNF-f que son activadores de
la respuesta mediada por células (macréfagos, células NK y linfocitos T citotoxicos) e
inhibidores de la inmunidad humoral. Las células Th2, en cambio, producen IL-4, IL-5, IL-6,
IL-9 e IL-10 que son activadoras de la respuesta humoral (linfocitos B, 1gG, IgE, IgA,
mastocitos, y eosindfilos) e inhibidoras de la inmunidad mediada por células. Ambos tipos de
linfocitos producen también IL-3 que mantiene el reclutamiento de las células hematopoyéticas
durante la respuesta inmune. Una vez que el parasito ha sido eliminado y la estimulacién por
sus antigenos cesa, las células T revierten a células memoria (TM). Los linfocitos TM son
células de vida larga, muy susceptibles a la estimulacién antigénica y que producen sdlo IL-2
(como amplificadora de la respuesta inmune) cuando son reestimuladas por su antigeno

especifico.
2.9.1.2.2. La activacion de los linfocitos T citotéxicos

Requiere, al igual que los T cooperadores, dos sefiales de activacion. Una proviene de
la interaccion del receptor del linfocito T con el complejo antigeno-molécula CMH de clase 1
presente en la membrana de la célula diana (célula infectada por virus, célula tumoral o injerto
de un tejido extrafio) (Bjorkman et al., 1987). La segunda sefial la proporciona la IL-2
producida por el linfocito T cooperador activado (Malek ez al., 1985; Morgan et al., 1976).
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Ellinfocito T citotéxico activado liberara entonces sus citocinas, que son las encargadas

de eliminar a la célula diana (Paul, 1989).

La produccién de anticuerpos requiere, por un lado, la activacién de los linfocitos B
(Paul & O’Hara, 1987), y por otro su diferenciacion en células plasmiticas, que serdn las que
secreten las inmunoglobulinas (Kishimoto, 1985, Hirano ef a/., 1986). Mientras el linfocito T
cooperador es activado por un antigeno concreto, los linfocitos B especificos para ese mismo
antigeno lo reconocen a través de sus receptores de membrana -BCR- (inmunoglobulinas de
superficie). La union con el antigeno es seguida de la internalizacién receptor-antigeno, y ello
constituye la primera sefial en la activacion; que es suficiente para la activacion en células
CD5+, mientras que el resto de los linfocitos B necesitan una segunda sefial, que reciben tras
la interaccién con los linfocitos Th activados. El linfocito B, una vez procesado el antigeno,

acttia ahora como CPA, presentando el antigeno a los linfocitos Th activados.

La segunda sefial se establece por la interaccion de CD40 de la superficie de! linfocito
B con su ligando correspondiente (CD401), que solo se expresa sobre la superficie de los
linfocitos Th activados. Las citocinas que intervienen en la ayuda a los linfocitos T son IL-2,
-4 e IL-6. Las sefiales llevan a la proliferacién y las citocinas a la diferenciacion en células

productoras de anticuerpos (plasmocitos).

2.9.1.3. Aspectos inmunolégicos de la tricomonosis humana y experimental

A.- Complemento

Entre los mecanismos inmunologicos no especificos que es capaz de activar 7. vaginalis
ha sido sefialada la via alternativa del complemento. La primera declaracion explicita, en este

sentido, la realizaron Gillin y Sher (1981), siendo confirmada por Holbrook ef al. (1981); esto
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sélo podria ser suficiente para explicar satisfactoriamente la imposibilidad de diseminacion por
via sanguinea del parésito. Ambos trabajos, que son muy similares, describen la lisis de T.
vaginalis por sueros humanos y de cobayo libres de anticuerpos, y la prevencién de la lisis por
inactivacion térmica, pero no por inhibicién selectiva de 1a activacién del complemento por la
via cléasica. Los sueros deficientes en los dos factores C3 y C8 no lisan el parasito, mostrando

que ambos son necesarios para la formacion del complejo de ataque a la membrana.

T. vaginalis, entre otras estrategias de evasion de la respuesta inmune, es capaz de
evitar la accion del complemento. En principio, el parasito cuenta con la ventaja de que se
localiza en un ambiente pobre en complemento. El mucus cervical es notablemente deficiente
(Demes et al., 1988a; Alderete et al., 1995), de modo que la sangre menstrual representa el

unico aporte de complemento a la vagina.

Se ha comprobado en la sangre menstrual actividad citotéxica mediada por el
complemento sobre 7. vaginalis, 1o que lleva a una disminucion en la carga parasitaria durante
la menstruacion (Demes ef al., 1988b). A pesar de ello, los sintomas pueden exacerbarse,

debido a la activacién de algunos factores de virulencia mediados por hierro.

Demes et al. (1988a) encuentran que algunos aislamientos resistentes al complemento
se hacen susceptibles después del cultivo prolongado in vitro, lo que concuerda con la hipétesis
de que la variacion fenotipica permite al protozoo evitar la lisis mediada por el complemento.
Tras el cultivo en medio suplementado con hierro, T. vaginalis es también capaz de resistir la
lisis mediada por la activacién de la via alternativa del complemento (Alderete et al., 1995). La
resistencia parece ligada a la degradacion del componente C3 por la accidn de cistein-proteasas,

cuya expresion esta regulada por el nivel de hierrro.

B. - Neutréfilos polimorfonucleares

La actividad tricomonicida de los neutréfilos estd intimamente ligada a la activacion del
complemento. In vitro, el efecto letal de estas células es observado s6lo en presencia de suero

complementado. Este proceso, segun se cree, acontece de la siguiente manera: la fraccion C3b
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del complemento se une, de una parte, a 7. vaginalis (célula diana), y de otra al receptor
especifico en la membrana del neutrofilo, para que se despliegue su capacidad citocida (Rein

et al., 1980).

El hecho de que los fragmentos C3a, también liberados por la activacion del
complemento, sean quimiotacticos para los neutrofilos puede, seguramente, significar que estas
células (abundantes en el flujo vaginal de mujeres sintomaticas infectadas por T. vaginalis)
jueguen un papel importante en la defensa de la tricomonosis humana (Ackers, 1983). Mason
y Forman (1980; 1982) ya sefialaron la presencia de una sustancia soluble producida por T.
vaginalis que es quimiotictica para los neutrdfilos. Inicialmente, se sugirié que la molécula
activa era una proteina de alto peso molecular y termolabil, pero mds tarde, se demostré que
se trataba de un polipéptido con un peso molecular de 900 dalton (Chikunguwo ef al., 1985).
Los efectos quimiotécticos de los productos secretados por 7. vaginalis han sido contrastados,
al menos, por otros dos grupos experimentales (Rasmussen & Rhodes, 1985; Brasseur ef al.,
1985). Seglin Mason y Forman (1982) y Brasseur et al., (1985), la actividad quimiotactica es
mayor cuanto mayor sea la patogenia de los aislados del parasito. Por contra, para Chikunguwo
y su equipo (1985) y para Rasmussen y Rhodes (1985), ambos factores son independientes.
Ninguno de los autores ha relacionado el efecto quimiotictico con la activacion del

complemento.

El hecho de que los neutrofilos del hospedador posean la capacidad de migrar al ser
atraidas por el parésito, sugiere que estas células desarrollan un funcién muy significativa en

]a respuesta humana a esta infeccién (Gardner ef al., 1986).

C.- Macréfagos

En experiencias in vitro, los macréfagos murinos se han mostrado muy eficaces en la
eliminacién de T. vaginalis, siendo el rendimiento variable, en funcién de la cepa donante de

células, Sin embargo, no existe una buena correlacion con la susceptibilidad a la infeccion

intraperitoneal del parasito.
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De otra parte, en estudios realizados en humanos, células macréfagos de sangre
periférica de voluntarios sanos presentan apreciables niveles de citotoxicidad espontanea frente

a T. vaginalis (Mantovani et al., 1981).

Para Ackers (1990), no est4 claro c6mo los macréfagos contribuyen a la defensa frente

a patogenos extracelulares, aunque ésta se haya comprobado en la infeccion protozoaria.

D.- Anticuerpos naturales

La existencia de factores liticos (mediados por el complemento) y aglutinantes en el
suero de individuos no expuestos a 7. vaginalis ha obligado a definir el limite minimo de
positividad para los métodos diagnésticos basados en la determinacion de anticuerpos séricos.
La actividad litica se ha asociado, generalmente, a la intervencién de anticuerpos inespecificos,
salvo para Weld y Kean (1958) quienes la vinculan con la presencia de diéxido de carbono
(CO,) en el suero. En general, dependiendo de la técnica utilizada, titulos de 1/20 a 1/60 se

consideran inespecificos (Honigberg, 1970).

Reinsenhofer (1963) investigd la actividad litica y aglutinante de una amplia variedad
de sueros humanos frente a T. vaginalis, sefialando que, los sueros no calentados tienen una
actividad litica importante, independiente de la edad, sexo o infecciones previas con el parasito;

en los sueros inactivados (30" 56°C), se reduce pero no se pierde dicha actividad.

La actividad aglutinante del suerc humano fue modesta comparada con la del suero
bovino (Reinsenhofer, 1963). Un estudio més exhaustivo de las aglutininas en suero realizado
por Samuels y Chun-Hoon (1964) les llevo a la conclusion de que la aglutinacion observada
se debe a anticuerpos. No se conoce con certeza ¢l origen de estos anticuerpos inespecificos
del suero, pero se relacionan con la respuesta a componentes normales de la flora intestinal,
infecciones con tricomonadidos comensales o con cierta predisposicion genética (Samuels y
Chun-Hoon, 1964). Puesto que las infecciones por Trichomonas tenax y Pentatrichomonas
hominis son relativamente raras, la primera explicacién parece la mas probable (Ackers &

Lumsden, 1978). En cualquier caso, no esta claro el papel de los anticuerpos inespecificos en
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el conjunto de los mecanismos de defensa del hospedador.

De otra parte, se sabe que los anticuerpos especificos tienen la capacidad de estimular
la activacion de la ruta alternativa del complemento, y ello puede contribuir a un sistema de

defensa mas potente frente a 7. vaginalis (Gillin & Sher, 1981).

2.9.1.3.2. Mecanismos de defensa inmune especifica frente a T. vaginalis

A.- Anticuerpos especificos

El papel de la inmunidad adquirida en la tricomonosis humana no estd claro. La
exposicion al parasito no parece conferir proteccion, puesto que en infecciones repetidas no

se observa disminucién en la duracion ni en la intensidad de la sintomatologia.

Mediante pruebas serolégicas (Mason, 1979; Street ef al., 1982; Matthews & Healey,
1983; Alderete, 1984; Cogne et al., 1985; Wos & Watt, 1986) se ha determinado la existencia
de anticuerpos especificos IgM, 1gG e IgA, aunque no de IgE. De otra parte, los resultados de
Chipperfield y Evans (1972) demuestran el incremento en el conjunto de células plasmaticas
secretoras de esas subclases de inmunoglobulinas, en las infecciones endocervicales por 7.

vaginalis, N. gonorrhoeae y C. albicans.

En parejas sexuales de varones infectados asintomaticos, también se ha comprobado
¢l aumento en el namero de células plasmaticas en el drea endocervical, lo que relaciona la

produccion de anticuerpos locales con los mecanismos inmunitarios de proteccion .

De otra parte, el suero de pacientes infectados transfiere proteccion a ratones infectados
intraperitonealmente por 7. vaginalis (Teras, 1961; Honigberg, 1970). Estos resultados
confirman el papel protector del suero, que debe ir ligado a la existencia de anticuerpos
especificos; sin embargo, no queda claro cémo esas inmunoglobulinas, que han sido incapaces
de proteger al donante del suero, hacen posible la inmunizacion y evitan los efectos del

parasito inoculado experimentalmente.
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Aunque en la actualidad sigue sin estar claro el papel que juegan los anticuerpos séricos
y vaginales, Abraham et al. (1996) consiguen una proteccién significativa tras la inmunizacion
subcutanea con el parasito en un modelo murino deiinfeccidn vaginal. Sin embargo, cuando la
primo-infeccién se efectia por via vaginal, traténdo a continuacién a los animales con
metronidazol, no se aprecia proteccién frente a: la reinfeccion vaginal. La presentacion
antigénica debe ser crucial en la induccién de una respuesta inmune y, en este sentido, la
presentacién sistémica resulta ventajosa sobre la presentacién local (vaginal). Este hecho puede
explicar por qué las infecciones humanas repetidas no inducen proteccion © una respuesta
inmune detectable, en comparaciéon con la inmunizacién experimental por via subcutanea.
Ademss, el sistema inmune del ratén puede res;laonder a un antigeno diferente o puede

procesarlo de modo totalmente distinto a como lo hace el sistema inmune humano.

En la infeccién humana, parece que la respuesta de anticuerpos no es elevada, e incluso,

durante la infeccién activa, los titulos son bajos (Honigberg, 1987; Alderete ef al., 1991).

La ausencia de respuesta protectora en infecciones repetidas puede también atribuirse
a la heterogeneidad antigénica de 7. vaginalis. Ademés, como muchos otros protozoos, utiliza
la variacién fenotipica como mecanismo de la evai.sién inmune. Alderete et al. (1992) han
encontrado que en su membrana se expresan alternativamente dos clases de marcadores: unas
glicoproteinas altamente inmun6genas (P270) y las adhesinas (AP65, AP51, AP33 y AP23).
Mientras que todos los aislamientos (tipo I y tipo IT) sintetizan P270, s6lo los de tipo II pueden
experimentar variacién fenotipica entre la expresion citoplasmatica y superficial de P270. Por
ello los fenotipos han sido denominados como A+B- (P270 positivo) y A+B- (P270 negativo)
(Alderete, 1988). Los organismos con fenotipo pogitivo carecen de adhesinas y no se unen a
las células del hospedador, y solo lo hacen los fenotipo negativo. Después del cultivo
prolongado in vitro van adquiriendo el fenotipo positivo, mientras que in vivo ocurre lo
contrario (Alderete, 1987). '

La glicoproteina P270 tiene epitopo inmunodominante, que es importante para la unién
a anticuerpos (Dailey & Alderete, 1991). Su ausenicia en la superficie celular y la naturaleza

~ recesiva de las adhesinas permita a los organismos con fenotipo negativo evitar el ataque de
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los anticuerpos (Alderete, 1987). Ademas, las adhesinas pueden mimetizar la estructura del
enzima malico, lo que puede determinar su escasa inmunogenicidad (Alderete et al., 1995;
Engbring et al., 1996), siendo este mimetismo molecular otro ejemplo de cémo los

tricomonadidos pueden escapar a la deteccion por el sistema inmune.

Otro inmun6geno de alto peso molecular, el denominado P230, presente enla superficie
de todos los organismos, puede experimentar cambios conformacionales que le permiten evadir
a los anticuerpos (Alderete et al., 1987). Ademds, la respuesta de anticuerpos estd restringida
a uno o unos pocos epitopos de P230 (Alderete er al., 1991), lo que permite al pardsito evitar

la opsonizacion.

T. vaginalis dispone de otros mecanismos de evasion de la respuesta inmune. Asi,
Provenzano y Alderete (1995) y Min et al. (1997) han comprobado que muchas cistein-
proteasas secretadas por el parasito degradan IgG, IgM ¢ IgA, y Pearson y Alderete (1982),
que puede recubrirse de proteinas plasmatica del hospedador, lo que impediria al sistema

inmune reconocerio como extrafio.

En definitiva, el parasito ha desarrollado numerosas estrategias para evadir el sistema
inmune del hospedador, lo que unido a su localizacion privilegiada, que, de entrada, le permite
una escasa estimulacién antigénica, explican la respuesta inmune moderada que desencadena,
a la vez que dificulta el esclarecimiento de los mecanismos implicados. A pesar de ello, los
éxitos logrados en los animales de experimentacion, sometidos a diferentes pautas de
inmunizacién, como ocurre en el modelo de Abraham et al. (1996) han hecho resurgir las
esperanzas para el desarrollo de una vacuna. Las altas cifras de incidencia, a pesar de la

disponibilidad de tratamiento, apoyan la investigacion en este sentido.

B.- Anticuerpos locales

Al igual que ocurre con los anticuerpos séricos especificos, no esta claro el papel que
juegan los anticuerpos locales de la vagina en la proteccion. Su existencia en secreciones

cervicovaginales ha sido comprobada por técnicas de radioinmunoensayo (Ackerset al., 1975),
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inmunoenziméticas (Street et al., 1982; Alderete, 1984) y de inmunofluorescencia (Su-Lin,
1982). En general, 1gG e IgA se detectan en la mayoria de las mujeres infectadas, mientras que

IgM e IgE sélo se observan en un pequefio porcentaje.

Se ha postulado que los anticuerpos locales podrian estar implicados en la escasa o nula
sintomatologia de la tricomonosis en el varén, pero no concuerda con los bajos titulos de

anticuerpos detectados (Ackers ef al., 1978).

Segtin Goldstine ef al. (1983), las IgA locales pueden potenciar el efecto opsonizador
de IgG para la fagocitosis por leucocitos polimorfonucleares. Sin embargo, no existen
evidencias de su participacién en la respuesta protectora; incluso en algunos casos (Alderete
et al., 1991) no se detectan anticuerpos vaginales. En el trabajo de Abraham ef al. (1996) se
detectan mas IgG que IgA en los lavados vaginales de ratones inmunizados por via subcutanea
con 7. vaginalis suspendidos en adyuvante de Freund, confirmando la induccién de anticuerpos
en las secreciones vaginales, cuando se utiliza una ruta sistémica para la inmunizacién (Thapar
et al.,1990; Bouvet ef al.,1994). Aunque Abraham ef al. (1996) han demostrado la relacion
entre respuesta inmune humoral y proteccion, otros procesos inmunes deben estar implicados.
El adyuvante completo de Freund es un estimulante de la respuesta inmune humoral y celular,
mientras que el incompleto estimula principalmente la humoral (Cooper, 1994). Ambos son
utilizados en el modelo de inmunizacién de Abraham et al. (1996), por lo que sugieren que la
inmunizacién con los protozoos suspendidos en esos adyuvantes puede inducir ambas ramas

del sistera inmune.

C.- Inmunidad mediada por células

La inmunidad celular ha sido citada entre los mecanismos de proteccion contra la
infeccién por T. vaginalis (Mason & Patterson, 1985). Aunque no hay evidencias de su elimin
acién directa por células T citotdxicas, si se ha comprobado la intervencion de macréfagos y
neutréfilos (Ackers, 1990). Landolfo et al. (1980) demostraron, midiendo la liberacion de
timidina tritiada por organismos marcados, como una poblacién celular (posiblemente

macréfagos) no estimulada, procedente de la cavidad peritoneal de ratones BALB/c, era capaz
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de aniquilar in virro al pardsito. De las 19 cepas utilizadas en los ensayos, tan sélo 4

presentaban baja citotoxicidad.

Posteriormente, Martinotti ef al. (1985) indicaron que la citotoxicidad de los
macréfagos procedentes de ratones BALB/c sanos puede incrementarse por incubacién con
células T de ratones previamente immunizados con antigeno. La incubacion con células T de
ratones inoculados con albimina sérica bovina produce una disminucién significativa de la
activacion, mientras que las células T de ambos grupos inmunizados carecen por si mismas de
actividad citotoxica. En definitiva, como ocurre en una amplia variedad de infecciones
microbianas, la activacion de macréfagos por linfocinas producidas por células T sensibilizadas

es un elemento clave en la defensa frente a patogenos.

La capacidad de los neutréfilos para eliminar al parasito ha sido comprobada in vitro
por Rein ef al. (1980), parece uno de los mecanismos dependiente de O, y complemenio,
aunque ocurre en ausencia de anticuerpos especificos, sugiriendo los autores que la activacion
de la via alternativa del complemento determina la union del componente C3b a la superficie
del parasito. Posteriormente, C3b se une a los receptores especificos de los neutrofilos . Los
autores presentan de forma fascinante, como los neutréfilos rodean y fraccionan un paréasito,
demasiado grande para ser ingerido entero, concluyendo con la fagocitosis por partes del

tricomonadido.

Yano y su equipo (1983) estudiaron la respuesta a antigenos parasitarios de linfocitos
sanguineos de pacientes con tricomonosis. Mediante la incorporacion de timidina tritiada,
detectan linfoproliferacion en presencia de antigenos solubles obtenidos por sonicacion de
parésitos mantenidos en cultivo. La respuesta depende de la presencia de linfocitos T
cooperadores (Th). Con antigenos de excrecidn-secrecién procedentes de cepas de alta o baja
virulencia se consiguen resultados similares (Mason & Patterson, 1985). En ningiin caso los
antigenos actian como mitogenos inespecificos, ya que es una de las estrategias adoptadas por

algunos protozoos para inducir inmunodepresion (Ackers, 1990).
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2.9.2. Inmunomodulacion

Los inmunomoduladores son productos de origen natural o sintético que modifican
directamente la funcién inmunitaria especifica y tienen un efecto neto negativo o positivo en
la actividad del sistema inmunolégico. Los usos clinicos contemplan desde la reconstitucion
de la deficiencia inmunitaria a la supresion de la funcién inmunitaria normal o excesiva, Los
avances de la Biologia Molecular han permitido la identificacion de una cantidad creciente de
sustancias capaces de modular, de manera especifica, la respuesta inmune. Bésicamente se
destacaran entre ellas, los interferones, las interleucinas, los factores de necrosis tumoral y

estimulantes de colonias, y de otra parte, los anticuerpos monoclonales.

Los mecanismos de inmunomodulacion deben dirigirse hacia cualquiera de las células
que participan en la regulacion de la respuesta inmunolégica: linfocitos B, T y células
presentadoras de antigeno (CPA). Principalmente, hacia los células T ya que son el eje
fundamental de la regulacién de la respuesta humoral y celular. La mayor parte de los esfuerzos
se han enfocado hacia las interleucinas, que proporcionan sefiales de activacion para células del
sistema inmunologico. En la actualidad se utilizan combinaciones de interleucinas en
investigacion clinica, lo mismo que combinaciones de interleucinas con anti-metabolitos o

factores de necrosis tumoral, o ambos.

La presencia de receptores especificos en las superficies celulares para la mayor parte
de las interleucinas, también hace posible, cuando se han identificado los receptores, examinar
los efectos de los anticuerpos monoclonales dirigidos contra tales receptores. Dichos

anticuerpos pueden mimetizar o inhibir los efectos de las interleucinas.

Lastécnicas de ADN recombinante ha proporcionado cantidades ilimitadas de citocinas
muy purificadas, lo que permite la evaluacion clinica de estas sustancias en ausencia de otros

agentes fisiologicamente activos.

En una etapa previa, en ausencia de compuestos purificados, se utilizaron varios

inmunomoduladores inespecificos para incrementar la respuesta del hospedador en ciertas
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situaciones clinicas. Estos se pueden dividir en tres clases: productos de origen microbiano,

productos derivados de mamiferos y productos de sintesis.

Inmunomoduladores no especificos

1. Productos de origen microbiano: IT1. Productos de sintesis:
Bacilo de Calmetie-Guérin (BCG). Azimexdn.

Bestatin, Cimetidina.

Parvam. fnosine pranobox
Endotoxina. Levamisol.

Esqueleto de la pared celular de Nocardia rubra.

1L Productos derivados de mamiferos:
Timosina ;. Timomodulina

Timosina fraccion 3. Timoestimulina

Los inmunomoduladores no especificos de origen microbiano, han demostrado un

beneficio terapéutico limitado, baja pureza y variabilidad del producto de un lote a otro.

No obstante, dentro de los estimulantes inmunitarios no especificos de naturaleza
fungica podemos encontrar: Un glicofosfopéptido (Inmunoferén® 0 AM-3) que, por su accién
como estimulante sobre las defensas del organismo, estd indicado en inmunodeficiencias
secundarias a enfermedades o farmacos, y en general como tratamiento coadyuvante de terapias
especificas, en procesos neoplasicos o infecciosos en los que exista un déficit de inmunidad
celular. El fairmaco Inmunoferén® produce un incremento de IL-2 y la sintesis de células NK
en el bazo de ratones inmunocompetentes, tratados con 30 mg/Kg/dia (15 dias), sin que
favorezca la linfoproliferacién por mitogenos de células T y B (Rojo et al., 1986).

Ocasionaimente puede produce hipercalcemia.

Los inmunomoduladores no especificos derivados de mamiferos incluyen timosinas,
sustancias similares a hormonas producidas por el timo, las cuales tienen diversas actividades
biologicas como aumento de las respuestas inmunologicas en animales normales y

timectomizados. Aunque son potencialmente ttiles en el tratamiento de estados de
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inmunodeficiencia, aiin no han demostrado en los estudios clinicos controlados una eficacia

significativa.

Nikoisky et al. (1990) investigan la capacidad de las subpoblaciones linfocitarias para
sintetizar sustancias con actividad timosina bajo la influencia de fa timoestimulina, un preparado
de factores timicos. Los linfocitos T sintetizan sustancias andlogas a la timosina en respuesta
a la administracién de timoestimulina. La administracién de un factor timico TP-1
(timoestimulina) a ratones produce un aumento en la actividad NK (Bistoni ef al., 1984). Por
otra parte, el efecto de este farmaco sobre la hematopoyesis de ratones tratados con un agente

inmunosupresor (ciclofosfamida) reduce la actividad mielosupresiva (Balleari ef al., 1993).

En pacientes con cancer, la timoestimulina restablece la quimiotaxis monocitica
deficiente y la capacidad de agrupamiento de las células dendriticas en presencia del tumor
(Kerrebijn et al., 1996). La combinacién de IFN-y y timoestimulina es més eficaz en la
regulacién positiva de algunos pardmetros inmunes tales como la relacién CD4+/CD8+ y la
actividad antibacteriana dependiente de células (Munno et al., 1995). Tanto en sistemas in vitro
como in vivo, la timoestimulina incrementa significativamente la produccion de IL-2, ITFN-y,
Ia linfoproliferaciéon y expresion de receptores para la IL-2; asi como la citotoxicidad (Lin ef
al., 1988).

El tratamiento de una inmunodeficiencia con timoestimulina favorece la reconstitucion
de la funcién de las células B en la respuesta humoral (Lin er al., 1987). Ademas, la
timoestimulina restaura las proporciones de células T deficientes en pacientes con linfoma de
Hodgkin y pueden incrementar las funciones citoliticas que son potencialmente importantes en

la inmunovigilancia del hospedador (Liberati ez al., 1985).

Los compuestos sintéticos como levamisol, firmaco antihelmintico capaz de inhibir la
actividad de las células T supresoras, constituyen la tercera clase de compuestos. El estado
actual de la aplicacion de inmunomodulares para el tratamiento del céncer, debe considerarse

experimental,
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2.9.2.1. Inmunosupresion

El desarrollo de la inmunologia clinica ha descubierto una serie de enfermedades
causadas por respuestas inmunitarias alteradas. Esto ha llevado a la bisqueda de farmacos
capaces de inhibir estas reacciones no deseadas. Estos grupos de compuestos van encaminados

a alcanzar una inhibicién no especifica de la respuesta inmune (Ben-Yehuda er al., 1988).

La inmunosupresién inespecifica disminuye o suprime la actividad del sistema
inmunitario, sea cual fuere el antigeno. La mayoria de los tratamientos inespecificos que se
emplean actualmente son selectivos para el sistema inmunitario, o se utilizan de tal modo que
crean una cierta selectividad. Sin embargo, los efectos secundarios de cualquier tratamiento
inespecifico son dificiles de evitar en su totalidad. Entre los més destacados podemos sefialar
los corticosteroides, la ciclosporina y analogos, firmacos citotdxicos y anticueri)os

antilinfocitarios.

Los esteroides tienen propiedades antiinflamatorias y suprimen los macréfagos
activados, interfieren en la funcién de las CPA y reducen la expresion de los antigenos CMH.
En efecto, los esteroides anulan muchas de las acciones que ejerce el IFN-y sobre los
macrofagos y los tejidos trasplantados. Segin Florez er al. (1992), la actividad de los
corticosteroides se puede resumir en el efecto sobre la circulacion leucocitaria, su capacidad

para alterar funciones celulares especificas y otras actividades antiinflamatorias.

La administracién intravenosa de glucocorticoides produce neutrofilia, debida a la
liberacion de neutrdfilos maduros desde Ia médula 6sea y una disminucion concomitante del
numero total de linfocitos, monocitos, cosinéfilos y baséfilos (Claman, 1983); la quimiotaxis

y liberacion de enzimas lisosémicas no se ven afectadas (Behrens & Goodwind, 1989).

Los linfocitos T circulantes disminuyen marcadamente, mientras que los linfocitos B
lo hacen de forma moderada. Los esteroides alteran la respuesta linfoproliferativa in vitro de
los linfocitos T mediante el bloqueo de la sintesis y secrecion de IL-2 (Zweiman, 1984). El

efecto de los corticosteroides sobre los linfocitos B reduce las concentraciones séricas de IgG
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e IgA, pero no de IgM, tras 3 semanas de administracién (Meuleman & Katz, 1985).

Los esteroides producen numerosos cambios en las funciones monocito-macréfago,
siendo capaces de suprimir la actividad bactericida de dichas células fagociticas e interfiriendo
en la funcién de presentacién del antigeno. Otros efectos incluyen la interferencia en la
migracién del monocito en respuesta a factores quimiotécticos, un bloqueo de la diferenciacion
de los monocitos a macrofagos y supresion de la capacidad de los monocitos para expresar
receptores para Fc y para el complemento (Behrens & Goodwind, 1989). Asimismo, suprimen
la capacidad de las células reticuloendoteliales para fagocitar antigenos revestidos por

anticuerpos, por la ausencia de los receptores citados.

La ciclosporina es un macrélido fingico, aislado de Tolypocladium inflatum en USA
y Noruega. Inicialmente tuvo interés como antibibtico, aunque dicha actividad es mds bien
mediocre, pero tiene propiedades inmunosupresoraé potentes y de gran interés. Su accién
principal es la de suprimir la produccién de linfocinas por parte de las células Th y reducir la
expresion de los receptores de IL-2 en los linfocitos que experimentan la activacién
(Shevach,1985), sin afectar a las células T supresoras, linfocitos B, granulocitos o macrofagos
(Florez et al.,1992). De este modo, bloquea selectivamente las respuestas inmunes
dependientes de linfocitos T cooperadores (Th). Al contrario que los firmacos citotoxicos, es

capaz de producir inmunosupresion sin producir linfolisis.

El tratamiento prolongado con ciclosporina produce efectos secundarios como
hiperplasia gingival, hirsutismo y diversas patologias del sistema nervioso central (Bennet &
Norman, 1986). Otros macrélidos procedentes de hongos del suelo poseen también
propiedades inmunosupresoras. Uno de ellos es el FK-506 (Streptomyces tsukubaensis),
procedente de Japon. En modelos experimentales, FK-506 inmunosuprime la activacion de
linfocitos B y T en respuesta a sefiales mitogénicas y antigénicas (Kino er al., 1987),
impidiendo la producci6én de linfocinas por parte de las células T cooperadoras (Thomson et
al., 1993). En este sentido, FK-506 es unas 100 veces mds potente que la ciclosporina como

inhibidor selectivo de la secrecion de IL-2, IL-3 e ITFN-y.
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La activacién de los linfocitos B inducida por componentes bacterianos no se ve

inhibida por FK-506.

A nivel molecular, el macrolido interactiia con receptores citoplasmicos (proteinas de
uni6én a FK-506) para bloquear los factores de transcripcién implicados en la regulacién de la
expresion de genes, que codifican para linfocinas y activan los linfocitos T (Yocum, 1996). La
capacidad de FK-506 para inhibir linfocitos activados depende de la naturaleza del mitogeno.
La activacion linfocitaria que es dependiente de la elevacion de calcio citoplasmico es
bloqueada por FK-506 y ciclosporina; mientras que las respuestas que estan mediadas por la
protein-cinasa C (PKC) o calcio independientes no son sensibles a estos farmacos (Kay et al.,
1991).

El farmaco est4 indicado para el tratamiento del rechazo de trasplantes (aloinjerto) de
higado, rifién y corazon, en pacientes que no hayan respondido a otros inmunosupresores

(Starzl et al., 1990).

Tanto FK-506 como la ciclosporina modulan la respuesta inmunitaria a nivel de la
mucosa intestinal humana, lo que ha permitido su uso en el tratamiento posterior a pacientes

con trasplante de higado (Elitsur et al., 1995).

A nivel experimental, Asano y su equipo (1995; 1996) demuestran la capacidad de FK-
506 para regular la inmunidad protectora en infecciones por Hymenolepis nana sobre ratones
BALB/c. En este modelo, la inmunidad protectora depende de la respuesta de los linfocitos
Thi (respuesta celular) (Asano ef al., 1993) y el tratamiento inmunosupresor (10 mg/Kg/dia,
durante 5 dias), que favorece la disminucion de la IL-2 e IFN-y en los linfocitos de los nédulos
mesentéricos, bloquea la activacién de dichas células T y la secrecion de linfocinas a nivel

transcripcional.

Los efectos adversos sefialados son muy variados: alérgicos/dermatologicos (fiebre,
prurito, exantema y ocasionalmente alopecia); cardiovasculares (hipertension, edema

periférico); digestivos (natseas, vomitos, anorexia, estrefiimiento y diarrea); genitourinarios
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(nefrotoxicidad, infecciones urinarias); hepatobiliares (transaminasas altas, ascitis, hepatitis e
ictericia); metabSlicos (hiperglucemia, hiperpotasemia, hipomagnesemia); neurologicos
(cefalea, temblores, parestesia); oculares (ambliopia, visién borrosa, fotofobia);
osteomusculares (dolores de espalda); psicologicos/psiquidtricos (insomio, astenia, depresion,
psicosis); respiratorios (disnea, efusion pleural) y sanguineos (anemia, leucocitosis,

trombocitopenia).

La rapamicina interfiere en las vias intracelulares de expresion del receptor de IL-2 y,
por consiguiente, impide la activacion linfocitaria dependiente de IL-2. Otro es la rapamicina,

cuyo nombre viene de Rapa Nui, la denominacion de la isla polinésica de Pascua (Easter).

Los farmacos citotéxicos son compuestos quimicos capaces de eliminar células
autoreplicantes. Por tanto, los linfocitos inmunol6gicamente competentes representan una
poblacion susceptible al tratamiento (Black & Livingston, 1990). Si inicialmente se utilizaron
en el tratamiento contra el cincer (Balis, 1986), mas tarde se comprobaron las propiedades
inmunosupresoras (Clements & Davis, 1986), extendiéndose su aplicacién a enfermedades
causadas por respuestas inmunes aberrantes y a la supresién del rechazo de trasplantes. De
entre los inmunosupresores mas habituales en clinica destacan: ciclofosfamida, azatioprina,

metrotexato y clorambucil.

La ciclofosfamida presenta un mayor efecto inmunosupresor sobre los linfocitos B que
T, y por lo tanto, incide mas eficazmente sobre las respuestas inmunes alteradas mediadas por
anticuerpos que por células (Cupps et al., 1982). Tal circunstancia puede producir,
paraddjicamente, que el tratamiento inmunosupresor sea capaz de aumentar una respuesta
inmunologica especifica. La toxicidad direct'a del farmaco sobre los linfocitos T supresores
explica, en buena medida, el efecto controvertido (Cupps ef al., 1982; Clements & Davis,
1986). Los efectos citotoxicos predominantes, segin Nashel (1985), se explican por la
capacidad de unir y entrecruzar cadenas de ADN. Este efecto alquilante puede provocar la
muerte inmediata de la célula diana, o bien, la célula puede recibir una lesién letal que se

expresa durante la siguiente divisién mitética.
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No obstante, la ciclofosfamida presenta efectos colaterales adversos que incluyen la
supresion de la hematopoyesis y sintomas gastrointestinales como dolor abdominal, ndusea,
vomito. Ademds se ha indicado disfunci6én gonadal (esterilidad permanente) y cistitis
hemorragicas. Otros efectos poco frecuentes como la alopecia también han sido sefialados.
Finalmente, los riesgos de infecciones oportunistas y neoplasias (linfoma no Hodgkin,
carcinoma de vejiga, leucemia mielogena) son superiores en los pacientes tratados con el

medicamento.

La azatioprina es un firmaco antiproliferativo. Es un derivado de la 6-mercaptopurina,
cuya incorporacioén en el ADN de las células en division impide la ulterior proliferacion.
Ademas, bloquea por inhibicién enzimatica competitiva la sintesis del cido inosinico, precursor
de los compuestos ptiricos, impidiendo la sintesis de ADN y, en menor medida, de ARN. Este
medicamento citotéxico parece inhibir preferentemente las respuestas de células T. No
obstante, se pueden suprimir las respuestas celulares y humorales. En cualquier caso, la
azatioprina parece capaz de reducir las células NK circulantes y las células responsables de la

citotoxicidad dependiente de anticuerpos (Clements & Davis, 1986).

Los efectos linfotdxicos se dirigen hacia las células en replicacién activa. Los
tratamientos controlados no producen reduccion en el nimero de linfocitos T o B en sangre
periférica, pero disminuyen el mimero de linfocitos activados, que se encuentran en un ciclo
activo proliferativo después de la exposicion a un antigeno adecuado. La azatioprina no reduce
los titulos de anticuerpos especificos. La cantidad de monocitos y neutréfilos se reduce, en
funcion de la dosis, por la toxicidad del fArmaco sobre los precursores hematopoyéticos, células
de la mucosa gastrica y células germinales en las génadas. Por consiguiente, los efectos
secundarios atribuibles incluyen depresién de la médula dsea, toxicidad gastrointestinal e

infertilidad ( Jolivet ef al., 1983; Fraiser et al., 1991; Rossi ef al., 1993).

Metotrexato es un inhibidor especifico de la hidrofolato reductasa, que interviene en
la sintesis de la timidina e impide, por tanto, la sintesis de ADN. Inicialmente, fue uno de los
primeros farmacos anticancerosos pero después se demosird su eficacia para el tratamiento de

la psoriasis. Los estudios experimentales indican que es un poderoso inhibidor de la respuesta
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humoral y celular, con un alto margen terapéutico. Sin embargo, no se conocen bien los

mecanismos de accién mediante los cuales ejerce su accion frente a enfermedades reumaticas.

Los efectos adversos de metotrexato son principalmente fibrosis hepética, neumonitis
por hipersensibilidad, mucositis y anemia megaloblastica. Estas complicaciones, generalmente,

no se presentan en las dosis empleadas en el tratamiento de las enfermedades reuméticas.

Clorambucil es un farmaco de propiedades alquilantes andlogo a la ciclofosfamida,
posec menor toxicidad pero no es tan poderoso como inmunosupresor. Se ha usado
eficazmente para el tratamiento de la artritis reumatoide y granulomatosis de Wegener, entre

otras patologias inmunitarias.

Presenta la ventaja sobre la ciclofosfamida de no producir alopecia ni cistitis
hemorragica y ser menos irritante para el aparato digestivo. Aunque, de otra parte, provoque
la supresién de la médula 6sea, interfiera en la funcién gonadal e incremente el riesgo de

infecciones oportunistas y canceres.

Los anticuerpos antilinfocitarios son los agentes inespecificos més selectivos. Se han

utilizado dos tipos de preparaciones de anticuerpos:

1.- Anticuerpos policlonales, que reaccionan con determinantes de miltiples
membranas, como el suero antitimocito (ATS) (Heyworth, 1982). Los efectos secundarios
debidos a anticuerpos policlonales antilinfocitos comprenden entre otros: fiebre, escalofrios,

erupciones y artralgias (Rossi ef al., 1993).

2.- Anticuerpos monoclonales especialmente dirigidos contra las moléculas de la
superficie linfocitaria CD3, CD4, CD8 y el receptor de IL-2 (IL-2R); su mision es eliminar las
células, o al menos, bloquear su funcién. Anticuerpos monoclonales como el OKT3, que posee
especificidad por el antigeno CD3 presente en los linfocitos T, ha demostrado ser eficaz en el
tratamiento del rechazo agudo del trasplante renal, hepatico y cardiaco, obteniéndose en

algunos casos resultados similares a los conseguidos por terapias convencionales con
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esteroides; incluyendo sintomas similares a los de un cuadro gripal, cambios en la presion

arterial y disnea (Goldstein, 1987; Cosimi, 1987).

Estos agentes pueden ser eficaces empleados independientemente, aunque se requieren
altas dosis, lo que aumenta las probabilidades de que surjan efectos adversos. La utilizacion
conjunta de diferentes tipos de inmunosupresores favorece la actuacion sinérgica, interfiriendo
a distintos niveles. La sinergia implica que dos agentes terapéuticos trabajen siempre para
producir un efecto mayor del esperado individualmente. Asi, un firmaco puede: a) modificar
el metabolismo del segundo, b) incrementar la actividad del segundo por interaccion con su
sitio activo, ¢) actuar independientemente con otro sobré diferentes aspectos de complejos

mecanismos fisiopatologicos, entre otras posibilidades (Hlatky et al., 1991).
2.9.2.2.1. Antiinflamatorios no esteroideos (AINEs)

Numerosos compuestos quimicos, tanto de origen natural como sintético tienen
actividad antiinflamatoria in vive. Esta actividad es el resultado de su interaccion con las células

implicadas en la respuesta inflamatoria y sobre los mediadores liberados durante el proceso.

Dentro de este grupo, los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) constituyen un
grupo heterogéneo, cuya tinica relacién quimica es que muchos de ellos son 4cidos organicos,
que presentan propiedades antitérmicas, analgésicas y antiinflamatorias (Lorenzo-Velazquez,
1987). Entre los mecanismos de accion identificados para los AINESs se encuentran (Navarro,

1998):

1.- Inhibicion de los procesos de biosintesis y liberacion de mediadores inflamatorios
en células diana.

2.- Inhibicion de los procesos de activacion de los leucocitos y de las funciones
desarrolladas por éstos.

3.- Inhibicién de los procesos de daifio tisular asociados a la accién de las enzimas

proteoliticas y radicales reactivos de oxigeno y nitrégeno.
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Inhibicién de los procesos de biosintesis v liberacién de mediadores inflamatorios en

células diana.

Los AINEs producen un bloqueo de la ruta biosintética de la ciclooxigenasa, al inhibir
directamente esta enzima, de tal forma que disminuyen la sintesis y, por tanto, la liberacion de

prostanoides.

El descubrimiento de dos isoformas de la ciclooxigenasa, una de ellas implicada en el
mantenimiento de las funciones fisiolégicas importantes para el organismo (COX-1) y la otra
mas relacionada con el proceso inflamatorio (COX-2), ya que es inducida por mitégenos (LPS)
y/o citocinas, ha renovado el interés por ¢l disefio de nuevos farmacos inhibidores selectivos
de la COX-2, que seran mas eficaces y de menos efectos secundarios, especialmente a nivel

gastrointestinal.

A nivel enzimatico, estos inhibidores actiian mediante cuatro mecanismos diferentes
(Kurumbail et al., 1996):

- Inactivacion irreversible de COX-1 y COX-2 mediante acetilacion del sitio activo de

la enzima (v.g. Acido acetilsalicilico).

- Inhibicién competitiva reversible de las dos isoenzimas. Compiten con el sustrato por

el sitio activo de las enzimas (v.g. Mefenamato e ibuprofeno).

- Inhibicién lenta, dependiente de tiempo, de las dos isoenzimas. El inhibidor produce

un cambio conformacional en la estructura de la enzima (v.g. Flurbiprofeno e

indometacina).

- Inhibicién selectiva de la COX-2. Estos productos son leves inhibidores competitivos

de la COX-1 pero inhiben la COX-2 de una forma lenta y dependiente del tiempo (v.g.

El farmaco NS-398).

Por otra parte, se han desarrollado numerosos sistemas biologicos con el fin de
investigar la selectividad de estos principios activos sobre la inhibicion de ambas isoenzimas.
Los resultados se expresan como el cociente entre la concentracién inhibitoria 50 (Cl,,) entre

COX-2 y COX-1.
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Asi, se puede obtener una clasificacion de los inhibidores utilizando dicho parametro.

Moléculas con cociente: COX-2/COX-1 alto: Indometacina, piroxicam.
COX-2/COX-1 medio: Diclofenaco, ibuprofeno.
COX-2/COX-1 bajo: Nimesulide, meloxicam.

De otra parte, se ha observado que algunos AINEs como el naproxeno y el 4cido
acetilsalicilico inhiben la expresion de la COX-2 en células endoteliales estimuladas por IL-1.
Sin embargo, cuando estos estudios se llevan a cabo en macr6fagos no se aprecian alteraciones
en la expresion de esta enzima, con lo que se puede concluir que no actian a este nivel, sino

que solo inhiben la actividad enzimética (Barrios-Rodiles et al., 1996).

Inhibicion de los procesos de activacién de los leucocitos v de las funciones

desarrolladas por €stos.

Los AINEs son moléculas planas de caracter lipofilo, capaces de insertarse en la bicapa
lipidica de la membrana de leucocitos, produciendo alteraciones en su viscosidad y afectando,

por tanto, a los procesos de transduccion de las sefiales que tiene lugar a este nivel.

Como consecuencia, alteran la actividad de enzimas asociadas a estas membranas, como
la fosfolipasa C en macréfagos o la NADPH oxidasa en neutréfilos, produciendo una menor
activacion de los leucocitos y por tanto una inhibicidn en la generacion de radicales superoxido,
asi como en los procesos de degranulacion de enzimas lisosomales y de agregacion con otras
células (Abramson & Weissmann, 1989). Esto se corrobora con el hecho de que algunos
AINEs, ademas de actuar mediante la inhibicion de las ciclooxigenasas, también alteran las
funciones de los leucocitos por mecanismos independientes de la disminucién de

prostaglandinas.

Asi, se ha observado que la indometacina, piroxicam, ibuprofeno y salicilatos inhiben
la agregacion de neutrofilos; que el piroxicam y la indometacina inhiben la generacion de radical
superoxido; v que los salicilatos son capaces de inhibir la actividad de la fosfolipasa C en
monocitos (Bomalaski ez al., 1986; Abramson & Weissmann, 1989).
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Asimismo, se ha comprobado que como consecuencia de su interaccion con los
procesos de transduccion de sefiales, probablemente a nivel de proteinas G, el piroxicam
produce también alteraciones en la expresion de las moléculas de adhesion en la superficie del
leucocito. Este AINE previene los cambios conformacionales de las integrinas inducidos en
neutréfilos, linfocitos y distintas citocinas, de tal forma que impide los procesos de adhesion
de leucocitos a Ia célula endotelial, evitando por tanto su infiltracién (Garcia- Vicufia ef al.,
1997).

La interaccidn con los procesos de biosintesis de citocinas, que tienen lugar en algunas
células inflamatorias, como macréfagos y linfocitos principalmente, limita su liberacién y por
tanto sus efectos proinflamatorios. Asi, en modelos quirirgicos experimentales se ha
demostrado que metamizol, indometacina y diclofenac inhiben la sintesis de 11.-4, IL-6 e IL-1,
a través de la inhibicién de la ciclooxigenasa, y por ende la disminucién de prostaglandinas
(PGE,). Finalmente, metamizol también activa la sintesis de IL-10, aunque segin los modelos

de forma poca significativa (Garcia-Alvarez et al., 1997). .

Inhibicién de los procesos de dafio tisular asociados a la accidn de las enzimas

proteoliticas.

También mediante mecanismos inespecificos se consigue inhibir la adhesion de
neutréfilos a la célula endotelial activada. Asi algunos AINEs, como el acido acetilsalicilico
y la indometacina, inhiben este proceso por activacion de mecanismos proteoliticos que afectan
a la union de la selectina L en la membrana del leucocito, induciendo, por tanto, su eliminacién

(Diaz-Gonzilez et al., 1995).

El diclofenac, la fenilbutazona y su metabolito activo la oxifenilbutazona, inhiben a
concentraciones elevadas, y por un mecanismo competitivo, la actividad de la elastasa y la
catepsina G. Estas enzimas, de origen lisosomal, estdn ampliamente implicadas en los procesos
de degradacién tisular que acompafian a las enfermedades reuméticas (Steinmeyer & Kalbhen,
1996).
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2.9.2.2.2. Otros farmacos inmunomoduladores: SAMe

La sulfoadenosil-L-metionina (S.amet®) es una molécula fisiologica que participa como
donadora de grupos metilo activos en todas las reacciones de transmetilacion que ocurren en
el organismo, excepto las de su sintesis. Por esta accion, interviene de forma fundamental en
la metilacidn de los acidos nucleicos, de los amino4cidos, de los estrégenos, de la serotonina,
de la fosfatidiletanolamina y de las catecolaminas (Lehninger, 1985). El metabolismo de
S.amet® esta conectado con la sintesis de la homocistefna, cisteina, cistina y taurina, asi como

con la ruta de transulfuracion para la sintesis de glutation (Vifia ef /., 1996).

De estas propiedades se derivan los efectos metabélicos y farmacolégicos de S.amet®.
A nivel hepatico, actiia sobre la sintesis proteica, el metabolismo lipidico hepético, la capacidad
detoxificante del higado y la funcion de membrana del hepatocito. Ademas, disminuye el
cociente de lipoproteinas B/a del plasma por aumento de la sintesis de apoproteina A y de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL). A nivel cerebral, aumenta ¢l metabolismo de las
catecolaminas cerebrales y la disponibilidad de neurotransmisores. A nivel articular, mejora la
actividad bioldgica del cartilago articular por la adecuada sulfonacion de su componente

conectivo (proteoglicano).

Desde el punto de vista inmunologico, el descenso intracelular de glutation, cisteina y
cistina en el plasma han sido correlacionados con bajos niveles de células T cooperadoras
CD4+ (Eck et al., 1992). Mas afin, la inhibicion de la actividad litica de las células T citotdxicas
CD8+ ha sido correlacionada con el descenso de los niveles de glutation intracelular (Multhoff
et al., 1996).

También la taurina restaura la actividad proliferativa en ratones de edad avanzada
(Negoro et al., 1992). De hecho, la taurolidina, un derivado de la taurina, ha sido sefialado
como protector frente al shock endotdxico y muerte en animales de experimentacion
(Bedrosian er al., 1991). El tratamiento con S.amet® (14 mg/Kg) en un modelo de sepsis
quirargica en rata induce la proliferacion de linfocitos T CD8+ ¢ inhibe la sintesis de IL-1
(Garcia-Alvarez et al., 1997).
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2.10. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS EXTRACTOS VEGETALES
IBEROAMERICANOS PAL y CTP.

Para los ensayos realizados en esta Tesis, se han seleccionado dos extractos de plantas

iberoamericanas por sus propiedades inmunomoduladoras: PAL y CTP.

2.10.1. PAL (EXTRACTO DE POLYPODIUM LEUCOTOMOS)

Polypodium leucotomos es un helecho perteneciente a la familia Polypodiaceae e
identificado con el género Polypodium (Phlebodium). Los polipodios engloban alrededor de

250 especies cuyo habitat mds frecuente son las regiones tropicales y subtropicales.

P. leucotomos (Poir, 1804) también llamado Polypodium aureum (1810), Phlebodium
aureum o cominmente Calaguala, se encuentra en bosques abiertos, sobre troncos de arboles
u, ocasionalmente, en ¢l suelo o sobre rocas con musgo, y crece a una altitud entre 2000-2500
m. Sus propiedades medicinales se conocen desde la antigiledad, habiendo sido ya utilizado

por los mayas para el tratamiento de diversas enfermedades.

En 1967 Horvath et al. consiguen extraer del rizoma de este helecho una sustancia
activa que, inicialmente, denominan Calagualina y posteriormente Anapsos®. La denominacién
PAL del extracto presente en Anapsos® es propiedad de ASAC Pharmaceutical International
ALE.

1) En la Materia Médica, Dioscorides describe un polipedio y sus virtudes en el capitulo 187 del libro V.
Toméndolos de Laguna, se expresa en los signientes términos: “El polipodio nace en las piedras mohosas y en los viejos
troncos de los drboles, principalmente en los de los robles altos, alto de un palmo, algin tanto velloso y semejante al
helecho, empero no tan menudamente hendido. Su raiz es vellosa y llena de ciertos nudos vacios como aquellos del pulpo;
de més desto, gruesa como el dedo mefiique, verde por dentro y algin tanto dulce y austera al gusto, la cual tiene virtud
purgativa; y para que mejor la ejecute se da cocida con alguna gallina o con peces o con acelgas o, finalmente, con malvas.
Bebida seca, pulverizada, con aguamiel, purga la flema y la cdlera. Majada y aplicada en forma de emplasto, sirve a los
miembros desconcertados v a las grietas que se hacen entre los dedos”. De Laguna, por su parte, afiade a este capitulo los
comentarios siguientes: “Polypus, en griego, quiere decir pulpo, de donde vino a llamarse polypodio...” (Font Quer, 1996).

103



REVISION BIBLIOGRAFICA

Acciones Terapéuticas

A. Actividad antitumoral:

Los estudios sobre neoplasias humanas realizados por Horvath et al. (1967), utilizando
Anapsos® como tratamiento, demuestran un aumento minimo en el tiempo de supervivencia
de los pacientes, con la caracteristica de no producir efectos secundarios. La actividad
metabolica de esta sustancia sobre células tumorales in vifro, muestra una inhibicién de la

sintesis de ADN vy proteinas, asi como una disminucion del transporte de glucosa al interior

celular.

No obstante, in vivo, parece estimular la sintesis de proteinas y la incorporacion de
glucosa en el higado, rifion, bazo, cerebro y misculo de rata; lo que parece sugerir que el
efecto antitumoral no se basa en la inhibicién del metabolismo, sino en mecanismos de

regulacion de la membrana plasmética.

Vargas et af. (1981), basandose en los resultados precedentes, publican su trabajo sobre
la sintesis de acidos nucleicos y niveles de AMP ciclico en tumores murinos después del
tratamiento con Anapsos®. De una parte, los resultados indican que sobre lineas celulares
tripsinizadas, para destruir los receptores proteicos de superficie, Anapsos® presenta idéntica

actividad que en las células control no tratadas con tripsina.

De otra parte, los niveles de AMP ciclico permanecen casi inalterados, por lo que
consideran que el extracto pudiera penetrar al interior celular sin necesidad de receptores, por
difusién pasiva a través de la membrana lipidica.. Finalmente, concluyen que Anapsos® actia
sobre diferentes neoplasias murinas inhibiendo la sintesis de acidos nucleicos (ADN y ARN),
no dependiendo su mecanismo de accidn de los receptores de membrana ni de las tasas de AMP
ciclico. Los autores atribuyeron el efecto antineoplasico a una interaccion con receptores

citoplasméticos similar a la ejercida por los glucocorticoides (Vargas ef al., 1981),
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B. Actividad antipsoriésica:

Anapsos® se introduce en terapéutica antipsoriasica en 1974 a través de los ensayos
realizados por Corrales y Padilla, aunque existen resultados contradictorios realizados por otros

autores.

En la misma linea que Corrales y Padilla, los ensayos llevados a cabo por Pifieiro (1982)
sobre 495 pacientes afectados de psoriasis revelan que alrededor del 60% de los enfermos
tratados con Anapsos® presentan mejorias considerables y que tan sélo en dos pacientes se

manifiestan efectos adversos o secundarios.
C. Actividad frente a la dermatitis atépica

La etiologia de la enfermedad se manifiesta por el déficit de linfocitos T con funcion
supresora lo que parece originar respuestas exageradas frente a los alergenos ambientales
(incremento de IgE) y antigenos internos localizados en la epidermis (dermatitis) (Saxonet al.,

1980).

Beltran Buitrago et al. (1983) realizan los primeros ensayos clinicos con Anapsos® para
el tratamiento de dermatitis atépica, observando ligeras mejorias en los pacientes acompafiadas
de la remision de las lesiones, sin ninguna contraindicacion ni efectos secundarios. Dichos
resultados son coherentes con los obtenidos por Fernindez et al. (1984) con mejorias

ostensibles en los pacientes durante periodos prolongados de tiempo.

Asimismo, Jiménez y su equipo (1987) realizan un estudio sobre 72 pacientes afectados
por dermatitis atépica con un cuadro clinico grave en cuanto a la extension, observando la
mejoria mas evidente en el grupo tratado con Anapsos®, a pesar de no tener tratamiento tépico-
con esteroides, que en los tratados con antihistaminicos, con remision del broncoespasmo y

otros sintomas respiratorios asociados.
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D. Actividad frente a vitiligo

En 1989, Mohammad Mustafa trata a 22 enfermos de vitiligo con Anapsos®, obteniendo
unos resultados excepcionales, ya que en menos de cinco meses aparece una repigmentacion

en todos los casos, sin ningtin problema de intolerancia.

E. Actividad immunomoduladora

En 1983 se describe, por primera vez, el efecto inmunomodulador de Anapsos®. La
administracion oral del extracto disminuye la respuesta linfoblastica a la estimulacion
mitogénica y los niveles séricos de inmunoglobulinas después de tres dias de tratamiento. Sin
embargo, cuando el tratamiento se prolonga a cinco dias se produce un incremento en el indice
de supresion, la respuesta linfoblastica a mitdgenos y la proporcion de células CD8+ frente a
las CD4+, que permanecen inalteradas. Todas las experencias fueron llevadas a cabo en

individuos sanos voluntarios (Vargas ef al., 1983).

Cuéllar del Hoyo et al. (1997) investigan el efecto inmunomodulador del extracto de
P. leucotomos en ratones BALB/c inmunizados con antigenos del tercer estadio larvario (1.IIT)
de Anisakis simplex. De una parte, se observa un descenso en los anticuerpos especificos en
los animales tratados antes y después de la inmunizacién. Este descenso fue principalmente en
el isotipo IgG,. En los animales tratados antes de la inmunizacion, la reduccion de la subclase
1gG, es muy marcada en relacion al grupo no tratado, mientras que Ia subclase IgG,, aparece
tempranamente y con niveles ligeramente superiores que en el grupo control. De otra parte, en
los animales tratados después de la inmunizacion también se observa una reduccién de la
subclase [gG,;, aunque no es tan marcada como en el grupo tratado en el periodo
preinmunizacién. Los niveles de anticuerpos de la subclase IgG,, fueron mayores que los de
los grupos no tratados y, como en el grupo preinmunizacion, los anticuerpos de la subclase

IgG,, aparecen muy pronto pero permanecen en niveles similares a los de los controles.

En células mononucleares humanas periféricas, co-cultivadas con el extracto PAL, en

presencia de mitégenos, se produce la proliferacion de linfocitos T y NK, inducidos por
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citocinas Thl como IFN-y e IL.-2 {(Sempere ef al., 1997).

Dea-Ayuela (1999), en ratones BALB/c demuestra que el tratamiento de PAL previo
a la inmunizacién mediante antigeno de Trichinella spiralis ocasiona una disminucién de las
inmunoglobulinas totales a costa de las 1gG, mientras que aumentan las 1gG,, y IgGy,

apareciendo ademas IgG,.

F. Actividad frente a la queratitis herpética

En cuanto a la inmunidad antiviral parecen haberse demostrado varias lineas de defensa
entre las que estan los anticuerpos, la produccion de interferén por los monocitos y la respuesta

de los linfocitos T (Schrier et al., 1983).

En particular, la respuesta celular va dirigida a destruir las células que estan infectadas
por el virus, o al mismo virus. Las células supresoras, al disminuir la replicacién de los
linfocitos T y B, impedirian la infeccion y diseminacion. Asi, en muchas enfermedades virales,
se observa un aumento absoluto o relativo de linfocitos T CD8+ en relacién con los CD4+
(Carney et al., 1981; 1983; Reinherz et al., 1980).

Vargas et al. (1983) manifiestan que Anapsos® ejerce una accion positiva sobre los
linfocitos T CD8+; al incrementar el indice de dichos linfocitos se activa uno de los mecanismos

mas potentes conocidos de defensa antiviral.

En 1985 Monclis y su equipo realizan un estudio sobre 27 pacientes con queratitis
herpética tratados con Anapsos®. Los resultados obtenidos permiten concluir que el extracto
es un potenciador de los linfocitos CD8+, asignindosele, asimismo, propiedades
colagenopoyéticas (Horvath ef al., 1972; Pérez de las Casas ef al., 1987). Cabe destacar, una
total ausencia de recidivas y de reacciones secundarias, a excepcion de molestias gastricas

menores en tratamientos prolongados, asf como una buena tolerancia al producto.
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. Actividad frente a herpes zoster

Los ensayos clinicos llevados a cabo por San Martin (1986), en pacientes con herpes
zoster, muestran una resolucion en todos los casos tras el tratamiento con Anapsos® en menos
de 15 dias, destacando su rapidez y eficacia, una perfecta tolerancia y la ausencia de efectos
secundarios. El tratamiento oral con Anapsos®, en pacientes herpéticos, disminuye ¢l tiempo

de evolucion a la mitad y produce un marcado alivio del dolor.

Anapsos® ejerce una importante actividad inmunosupresora sin efectos colaterales en
tratamientos a largo plazo. La reduccién del cociente CD4+/CD8+ supone una
inmunosupresion, mientras que el incremento total de CD8+ en sangre periférica,

probablemente, reduzca la replicacion viral y su diseminacion.

Segun San Martin (1986), el mecanismo de accién de Anapsos® en las infecciones
virales puede consistir en la elevacion de linfocitos T citotoxicos, con lo que evitaria la elevada
replicacion de los linfocitos B, donde se supone estan instalados los virus, controlando la
infeccion al inhibir la replicacion viral mediante una accion directa de estos linfocitos T sobre

ios virus.

En este sentido, Vargas y Jiménez (1986), al igual que Casas Tineco er al. (1988)
demuestran en ensayos clinicos, usando Anapsos® como tunico tratamiento frente a herpes
zoster, que se produce una inhibicion en la aparicion de las lesiones y un descenso significativo

en el tiempo de cicatrizacion de las mismas.

H. Actividad frente a patologias oftaimologicas de origen inmunoldgico

La potencial actividad inmunomoduladora de Anapsos® fue investigada en procesos de
queratitis rebeldes u otras patologias oftalmoldgicas cuya etiologia es de caracter
inmunolégico. Los resultados obtenidos por Suero Gonzalez et al. (1988), tras el tratamiento
con Anapsos® muestran que su capacidad epitelizante y regeneradora. El mecanismo de

actuacion parece basarse en la migracion de las células epiteliales sanas hacia la zona ulcerada,
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la proliferacion celular y mecanismos regeneradores de vasos sanguineos (Leopoldo, 1981).
El extracto parece haberse mostrado eficaz, también, frente a patologias de las mucosas como

la estomatitis aftosa (Bagan et al., 1989).

I. Actividad frente a aloinjertos cutancos

Pérez de las Casas et al. (1987) realizan ensayos quirirgicos experimentales en ratas,
observando que los injertos cutaneos realizados sin tratamiento sufren una répida alteracién de
la epidermis a la vez que una afectacion del tejido conjuntivo dérmico injertado,
experimentando intensos fendmenos degradatorios y de homogenizacién. Tras el tratamiento
con Anapsos®, se observa un retraso en la reaccién de rechazo, e incluso algunas zonas del

aloinjerto son conservadas.

Tuonimen et al. (1991) confirman estos resultados. Sus conclusiones ponen de
manifiesto que el tratamiento provoca una disminucién del rechazo del injerto en trasplantes
de piel en ratones, obteniéndose mejor resultado con la administracién subcutdnea que con la

oral. Anapsos®, ademds, es mas eficaz en el modelo quirtrgico que la ciclosporina A.

En definitiva, Anapsos® prolonga la supervivencia del injerto de piel, retrasa los
fenomenos de alteracién epitelial del aloinjerto, e induce una rapida cicatrizacion; lo que parece
sugerir que modula la respuesta inflamatoria cuténea. El efecto inmunosupresor de Anapsos®
ha quedado puesto de manifiesto, lo que explicaria, parcialmente, su accién en diversos

desordenes inmunologicos.

J. Actividad frente a patologias neurolégicas

En los tltimos afios han cobrado inusitado vigor teorias que vinculan el sistema
nervioso central con el inmunolégico; nuevas disciplinas como la neuroinmunclogia, o

conceptos como la neuroinmunomodulacion adquiriran plena carta de naturaleza en la Ciencia

del siglo XXI.

109



REVISION BIBLIOGRAFICA

Asi, laIL-1, IL-2 0 el TNF-q, entre otros mediadores del sistema inmunolégico, fueron
identificados en el SNC (Nieto-San Pedro & Berman, 1987; Breder er al., 1988; Lieberman et
al., 1989; Araujo et al., 1989; Leachan et al., 1990), postulindose una influencia de los mismos

sobre las funciones del cerebro y los procesos del comportamiento.

Cacabelos y su grupo (1991) apuntan la relacion entre la etiologia de desordenes
mentales, como la enfermedad de Alzheimer, y niveles elevados de IL-1 y disminuidos del

TNF-a.

Los estudios realizados en un modelo experimental de enfermedad de Alzheimer enrata
(Alvarez et al., 1992) sefialan que el tratamiento con Anapsos® provoca una disminucion de
la IL-1P y aumenta los niveles de TNF-« en las regiones corticales del hipocampo y reduce la
histamina del cerebro. Los animales tratados con el extracto mejoran respecto a los no tratados;
lo que permite pensar en una prometedora via de investigacion del tratamiento de las

enfermedades mentales degenerativas a través de Anapsos®.

Posteriormente, se ha podido comprobar que este extracto actia como un potencial
agente neurotréfico y neuroinmunoregulador modulando la produccién de IL-1, IL-2, TNF-a

en SNC de ratas tratadas con diferentes dosis (Alvarez ef al., 1995).

Cacabelos y Takeda (1995) observan que Anapsos® induce hipoactividad, mejorando
las habilidades de aprendizaje a través de 1a modulacion de factores inmunes en el cerebro de
las ratas, favoreciendo la normalizacion de las disfunciones de mediadores en lesiones
neurot6xicas. El mecanismo de accion de Anapsos® parece estar relacionado con el aumento
de las actividades neuroinmunomoduladoras y neurotropicas. Se ha demostrado que la
administracion Gnica o prolongada de Anapsos® revierte la hiperactividad motora y el deterioro
del aprendizaje, y tiende a normalizar las alteraciones neuroinmunes cerebrales observadas en

un modelo animal de enfermedad de Alzheimer (Alvarez et al., 1995).

La administracion por via subcutanea a ratones viejos durante once meses del extracto

vegetal mejora la coordinacién psicomotora, sin afectar significativamente la tasa de
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supervivencia, la evolucién del peso corporal, la ingesta s6lida y liquida, ni la aparicion de

signos neurolégicos (Alvarez et al., 1995).

Fernandez Novoa et al. {1997) indican que, en un modelo de degeneracién neuronal
por inoculacién de la proteina B-amiloide en el hipocampo cerebral de ratas, Anapsos® fue
capaz de modificar la actividad de la enzima superéxido dismutasa (Cu-Zn-SOD), que
disminuye en et higado, bazo, hipotalamo e hipocampo mientras que en la corteza cerebral se
produce un significativo incremento dosis-dependiente. La conclusion extraida de este complejo
modelo fisioldgico es que el extracto parece participar en los mecanismos de reparacién tisular

después de una lesién cerebral.

Asimismo, se ha demostrado que Anapsos revierte la sobreexpresién de IL-1[ en ratas
con lesiones neurotoxicas producidas por dcido iboténico y controla las alteraciones en su
comportamiento (Alvarez et al., 1997). Estos resultados confirman Ia implicacién de IL-1 en
la neurodegeneracién asociada con déficits colinérgicos y la potencial utilidad de los
compuestos con actividad neuroinmunotrofica como futura estrategia terapéutica en

desordenes neurodegenerativos.

K. Actividad fotoprotectora

Las reacciones agudas de la piel humana a la radiacion ultravioleta (290-400 nm) son
reconocidas como una forma de inflamacién mediada por diversos mecanismos, entre los que
cabe destacar: la accion directa de los fotones sobre el ADN, la generacion de radicales libres
del O, y la produccion de mediadores inflamatorios como la histamina, prostaglandinas (PGD,,
PGE,) y leucotrienos.

En la biusqueda de agentes fotoprotectores, P. leucotomos ha exhibido una interesante
actividad antioxidante, antiinflamatoria y de proteccion a la luz UV, a través de un mecanismo
de accion que implica la interaccion con los radicales libres de O,. Los resultados obtenidos
representan un hallazgo significativo para su potencial uso clinico en el tratamiento de

quemaduras solares y reacciones fototéxicas (Gonzéilez & Pathak, 1996).
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Por otra parte, para el control de quemaduras solares, el fotoenvejecimiento y los
canceres de piel por sobreexposicion a elevadas dosis de radiaciones ultravioletas, se¢ han
recomendado una serie de medidas preventivas. Entre éstas, se encuentra la fotoproteccién con

agentes topicos (cremas) que contengan filtro solar.

Gonzalez et al. (1997) realizan un nuevo ensayo de fotoproteccion, en el que se
administra el extracto de P. leucotomos por via topica y oral a 21 pacientes, midiéndose una
serie de parametros dermatolégicos como son: el grado de pigmentacion inmediato y las dosis
de eritema minima, melanogénica minima y fototéxica minima antes y después del tratamiento.
Las conclusiones de este estudio sefialan que P. leucotomos despliega un significativo efecto
fotoprotector. Aun mads, las células de Langerhans de la piel de los pacientes tratados se

conservan mejor, como revelan los andlisis inmunohistoquimicos.

La actividad fotoprotectora de P. leucotomos sefiala una nueva via de investigacion
para la consolidacion de los tratamientos fototerapéuticos o fotoquimioterapéuticos, los cuales
presentan el factor limitante de la fototoxicidad cutanea a las radiaciones ultravioletas (UVA
y UVB) (Gonzalez ef al., 1997).

L. Actividad frente a la esclerosis miltiple

Es la enfermedad autoinmune (tipo 1V) més comun del Sistema Nervioso. De causa
desconocida, se caracteriza por la presencia de multiples lesiones inflamatorias (perivenulares
y de las vainas de mielina) en la sustancia blanca del SNC, lo que determina pérdida acusada
de la mielina que rodea los axones. La esclerosis multiple se puede asentar en cualquier

localizacion del encéfalo y médula espinal.

Eltratamiento con el extracto de P. leucotomos, utilizado en un ensayo de terapia frente
a la patologia autoinmune, ha demostrado ser eficaz para corregir las alteraciones del fenotipo
inmunologico més frecuente en dicha enfermedad, -aumento de linfocitos T inductores de
linfocitos B y disminucién de linfocitos T supresores-, coincidiendo, al mismo tiempo, con una

estabilizacién clinica de los pacientes (Carrefio y De Castro, 1994).
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2.10.2. CTP

CTP es el extracto de una planta iberoamericana de la familia Compositae. El origen,
especie vegetal, extraccion y definicién estan sometidas a patente (ASAC Pharmaceutical
International ALE.), por lo que no se puede disponer de los datos técnicos. En numeracion
romana aparece la revisién de actividades terapéuticas referidas en un informe confidencial
elaborado por ASAC Pharmaceutical International, A.LE.

Acciones terapéuticas:

En cuanto a su actividad biologica se ha descrito:

A. Actividad antiprotozoésica: En las experiencias de cribado antiprotozodsico de cinco

extractos vegetales, usados popularmente en la medicina tradicional de Guatemala, un extracto
analogo a CTP (aCTP) parece tener cierta actividad inhibitoria sobre el crecimiento de
tripomastigotes de Trypanosoma cruzi (ASAC I, 1999); siendo muy probablemente lactonas

y sesquiterpenos quienes contribuyan de manera decisiva a su actividad biologica.

Igualmente, otros autores (ASAC I1,1999) realizan un cribado de trece extractos
vegetales frente a bacterias, hongos y Trypanosoma cruzi (formas epimastigotes y
tripomastigotes); destacando, entre ellos, la actividad in vitro e in vivo de Neurolaena lobata

y la actividad in vitro del extracto tipo CTP.

B. Actividad de hormona anti-juvenil: Del ensayo con 15 plantas en un modelo

experimental de Culex quinquefaciens (ASAC III, 1999), cinco extractos muestran actividad
analoga a hormonas anti-juveniles de crecimiento; entre ellos, un extracto aCTP que muestra
capacidad inhibitoria del crecimiento y minimiza la actividad de las hormonas juveniles del
crecimiento en estados larvales de C. quinquefaciens. En los adultos no se produce esterilidad,

pero si se provoca un descenso en la fertilidad, segiin se ha demostrado.
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C. Actividad antiinflamatoria: La inhibicién del edema, en modelo en rata, fue similar
en tratamientos con 200 mg/Kg del extracto vegetal o 50 mg/Kg de ibuprofeno (ASACIV,
1999). En otro modelo de cicatrizacion de cortes, el extracto no produce un significativo
aumento de fibroblastos comparado con ibuprofeno. La contraccién de la herida fue
comparable en los lotes tratados con aCTP e ibuprofeno. Sin embargo, la epitelizacion fue muy

significativa en ¢l lote tratado con aCTP (ASAC 'V, 1999).

D. Actividad antiagregante: Asimismo, s¢ ha revelado en un ensayo la actividad
antiagregante de 17 extractos acuosos de plantas. La agregacién de plaquetas humanas
inducida por trombina (0,075 U/ml) fue inhibida por extractos acuosos de aCTP, entre otros.
Una vez miés, la orientacion etnobotdanica para la seleccién de principios activos de plantas

tradicionales de la medicina popular guatemalteca, ha permitido tal hallazgo.

E. Accion regeneradora capilar: La planta originaria de extractos aCTP se encuentra
ampliamente distribuida en India, donde la medicina tradicional la ha atribuido propiedades
regeneradoras capilares ( ASAC V1, 1999). Investigadores locales (ASAC VII,1999) realizan
ensayos sobre ratas albinas a las que afeitan una region del lomo. Un grupo recibe diariamente
tratamiento oral con el extracto, mientras que a otro se le aplica en ungiiento, observindose

en ambos lotes tratados un exuberante crecimiento capilar respecto a las ratas control.

F. Capacidad cicatrizante. Aunque el descubrimiento para Occidente de la actividad
cicatrizante de un extracto andlogo a CTP es relativamente reciente (ASAC IX, 1999), desde
la antigiiedad los hindies han utilizado drogas vegetales, muchas de elias de especies
pertenecientes a la familia Compositae, para detener las hemorragias de cortes y magulladuras,

asi como para potenciar la cicatrizacion (Sushruta et al., 1968).

Otros autores (ASAC X,1999) obtienen extractos a partir de hojas frescas y ensayan
un tratamiento intraperitoneal en ratas albinas con lesiones experimentalmente provocadas. Las
ratas control presentan un tejido granulomatoso en expansion, mientras que en las tratadas se

observa una reduccion en la extension de las lesiones.
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Los efectos cicatrizantes directos, mediados por la acumulacién de mucopolisacaridos,
indican que el extracto es, probablemente, mas activo ¢n la primera fase de la cicatrizacién. En
estudios con otras plantas, se ha comprobado, que el incremento en los niveles de
hidroxiprolina estimula la sintesis de coldgeno y se ve ademas favorecido su grado de
entrecruzamiento (ASAC X1, 1999). Estos descubrimientos se relacionan con el aumento en
1a sintesis de acidos nucleicos y de proteinas, en particular de lisiloxidasas (ASAC XII, 1999),

en la primera semana de cicatrizacion.

El mismo equipo (ASAC X111, 1999) realiza ensayos midiendo parametros como la
resistencia a la extension, la actividad lisiloxidasa y sintesis de proteinas y 4cidos nucleicos en
ratas albinas. La lisiloxidasa incrementa el entrecruzamiento del coligeno y, por tanto, la
resistencia a la extension, siendo ademas responsable de la unién y maduracién de dicha
proteina estructural vinculada a la cicatrizacién. La resistencia a la extensién que produce un
extracto tipo CTP puede deberse a las propiedades mecanicas del coldgeno (ASAC XIII,
1999). Otro principio activo que contiene la planta originaria es el 4cido fumarico que podria
ser parcialmente responsable de la accién cicatrizante. En los procesos de extraccion, el acido
fumarico se encuentra en la fase acuosa, lo que explica las bajas propiedades cicatrizantes de

las fracciones no acuosas.

G. Accion_hepatoprotectora: Un grupo de investigadores administran CCl, como
sustancia hepatotdxica a ratas albinas, junto con el tratamiento intraperitoneal de un extracto
aCTP, comprobando que se produce un descenso en las lesiones hepaticas (ASAC XIV, 1999).
Otros autores (ASAC XV, 1999) obtienen unos resultados de idéntica naturaleza, revelando
mediante anslisis histopatolégicos, un aumento en los procesos de regeneracion. Nuevos

ensayos demuestran, ademss, la baja toxicidad del extracto (ASAC XVI, 1999).

H. Actividad_antimicrobiana. También se ha estudiado la actividad antibacteriana de
la planta. El efecto del extracto acuoso a dos pesos diferentes, 30 y 40 mg, se probaron frente
a 3 bacterias Gram + y 7 Gram - mediante el método de difusion en disco de papel de filtro. La
méxima inhibicién se observa con CTP frente a Aeromonas hydrophila y Bacillus cereus

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

3.1. MATERIAL

3.1.1. MATERIAL DE LABORATORIO

En este apartado se recogen los aparatos y ttiles mas comunes que nos han facilitado

nuestra labor y sin cuyo concurso nada hubiera resultado igual.

A.- Aparatos.
- Campana de flujo laminar (Telstar, S.A.).

- Microscopio 6ptico (Olympus BH-2).

- Incubador de CO, al 5% y 37 °C (Heraeus Instruments, S.A.).
- Autoclave (Clino-Matic, Selecta, S.A.).

- Congelador progresivo (Nicool LM100, Winterthur S.A.).

- Balanza de precision (Mettler AE 100).

- Micropipetas automaticas desde 2 hasta 5000 pl.

- Otros (pHmetro, destilador de agua, centrifuga de mesa,...).

B.- Material de diseccion.
- Tijeras, pinzas de punta fina y curva, agujas enmangadas.

- Soporte de corcho para diseccion y alfileres.

C.- Material de plastico.
- Jeringuillas de insulina de 1 ml.

- Tubos de centrifuga de 50 ml (COSTAR, S.A.).

- Crioviales (Biofreeze® vials, COSTAR, S.A.).

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

- Membranas de esterilizacion 0,22 pm (Millipore, S.A.).

D.- Material de vidrio.
- Tubos de ensayo con tapon de rosca (16 x 100 mm).

- Hemocitémetro de Neubauer.

- Frascos de cultivo y otros (pipetas Pasteur, vasos de precipitado,...).
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3.1.2. MATERIAL BIOLOGICO
3.1.2.1. Trichomonas vaginalis.

El cribado farmacoldgico in vitro se realiza con la cepa TH31A #4, -n° de referencia
30326 y lote SF-2006-, solicitada a la American Type Culture Collection (ATCC) y cuyo
aislamiento se produjo en el Johns Hopkins Hospital de Baltimore (U.S.A) en 1963. Esta cepa
de T. vaginalis procede del lavado endocervical de una paciente y se caracteriza por ser muy

sensible a metronidazol.

La cepa C1-NIH Diamond L. S. (1965), -n® de referencia 30001 y lote SF-2761-, fue
seleccionada y especialmente solicitada a la ATCC para el estudio de patogenia en ensayos
intraperitoneales en raton. Su aislamiento se produjo en 1956 (Burch ef al., 1958), fruto de un
trabajo epidemiolégico en el Servicio de Salud Publica dependiente del Instituto Nacional de

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

La publicacion de las pruebas bioldgicas (Reardon et al., 1961) mostrando la capacidad
patogénica del aislamiento nos motivé para incorporarla en nuestro disefio experimental. La
validacion del modelo de Toyos requeria una cepa de parasito muy virulenta, de actividad

contrastable y en buenas condiciones de mantenimiento.

Un estudio epidemiologico sobre la prevalencia de la tricomonosis en la Comunidad de
Madrid realizado por el Departamento de Parasitologia (Facultad de Farmacia, U.C.M.), con
la colaboracion de los Centros de Promocion de la Salud dependientes del Ayuntamiento de
la capital, ha permitido ia obtencién de 18 aislamientos identificados con el ntimero de

referencia de la historia clinica de la paciente (Rodriguez Gallego, 1996).

Asi, en la consulta ginecoldgica del distrito Centro, se obtuvieron 10 aislamientos:
3059, 8232, 3569, 7894, S/H, 11, 3558, 15, 17y 14. En Villaverde, 3 aislamientos: 1232, 18
y 7. En Tetuén, 2 aislamientos: /807, 1800. Y por fin, un aislamiento en cada uno de los

consultorios de los distritos de Carabanchel (13), Vicalvaro (208) y Retiro (/540).
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La conservacion se realiza por congelacion en N, liquido a -170 °C (Yaeger, 1988).

El protocolo de congelacion requicre la siguiente pauta experimental:

1°-  Concentracion de T, vaginalis por centrifugacion a 2000 r.p.m.(350g) (5.
2°_  Lavado del concentrado con P.B.S. (Phosphate Buffered Saline) (x 3).

3°.-  Dilucién al 50% en una solucion de dimetilsulfoxido (DMSQO), agente
criopreservante, al 10% en P.B.S.

4°-  Reparto en crioviales (Biofreeze® vials, COSTAR, S.A.) de congelacion.
5°.  Congelacién gradual 1 °C/min. hasta alcanzar -70 °C en el congelador
progresivo.

6°-  Introduccién en los tanques de N, liquido.

La recuperacion de las cepas congeladas se produce mediante la extraccion del vial del
N, liquido, para su inmersion en un bafio de agua a 37 °C. Una vez descongelado, se vierte el

contenido en un tubo con medio Diamond suplementado con suero y antibi6ticos.

La técnica de congelacion de cepas es fundamental para evitar la pérdida de virulencia
de T. vaginalis en un cultivo prolongado. Ademas del gasto inutil de tiempo y material que
suponen los cultivos mantenidos por pases sucesivos cuando no se va a realizar ninguna
experiencia. Por tltimo, la frecuente transferencia de cultivos aumenta la probabilidad de la

contaminacién por manipulacion.

3.1.2.2. Animal de experimentacion: El ratén (Mus musculus, L.).

Elestudio de la susceptibilidad del hospedador (murino) a la inoculacion intraperitoneal
de T. vaginalis (Toyos, 1974), nos ha llevado a emplear dos cepas no consanguineas: CD-1y
NMRI. Ademés de dos cepas consanguineas: BALB/cy C57BL/10, de caracteristicas genéticas

muy diferentes entre si.

El perfil biolégico de las cepas de raton se recoge de forma detallada en la obra The

Mouse in Biomedical Research (Foster, H. L. ed.) Academic Press. New York, 1981. La
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descripcidn de las peculiaridades de cada una de ellas excede nuestra competencia, por lo que

se remite a la revision antedicha para cualquier aclaracion sobre el particular,

Los ratones CD-1 y NMRI son criados y mantenidos en el animalario del Dpto. de
Parasitologia (Facultad de Farmacia, U.C.M.}, en condiciones controladas de temperatura,
humedad, fotoperiodo, atmosfera, alimentacién, jaula y cama. Los ratones BALB/c y
C57BL/10 fueron comprados a CRIFFA, S.A. (Barcelona), en las condiciones Optimas para
la realizacion de los ensayos. La adaptacion de los animales adquiridos a nuestras instalaciones
no ha planteado dificultades. Se han empleado hembras adultas, de 20-25 gramos (g) de peso
(excepto los ensayos realizados en la estirpe C57BL/10, que se realizaron en machos de 25 g,

segtin la disponibilidad de los criadores).

Los animales de eleccion para la mayoria de las investigaciones biomédicas son ratones
preferiblemente consanguineos (Staats ef al., 1981), que son el producto de veinte o mds
generaciones consecutivas de cruzamiento entre hermanos. Mientras que el objetivo del
cruzamiento aleatorio es preservar la variabilidad genética, el de las cepas consanguineas es
reducirla a cero. El Gnico factor limitante es establecer las relaciones de cria entre hermanos.

La primera cepa de estas caracteristicas fue desarrollada por C. C. Little en 1909.

Dichos ratones exhiben un alto grado de uniformidad en cuanto a su naturaleza fisica
y aspectos fisioldgicos. Esta caracteristica hace de ellos los animales de eleccion en una amplia
gama de trabajos, entre los cuales destacan los que pretenden minimizar los efectos de los
tratamientos experimentales, y los basados en la precision de la medida de tales efectos (Green,

1981).

De otra parte, la uniformidad de caracteristicas que adquieren, permite usar un bajo
numero de animales, con mayor precision en los resultados. No obstante, los ratones de una
cepa consanguinea no son absolutamente idénticos. Ello puede deberse a cierta heterocigosis
residual, superior a la cantidad esperada, debido a causas genéticas, tales como mutaciones

recientes no fijadas por consanguinidad o la seleccion de los mas aptos.
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Por ultimo, con independencia de que uno de los objetivos primordiales de nuestro
trabajo fuese el perfeccionamiento de un modelo experimental de patogenia en raton, solo se
ha utilizado el mimero de animales requerido a tal efecto, segin un disefio racional de las
experiencias. Siendo manipulados con la debida correccion por parte de los investigadores

segiin las normas de Buenas Précticas de Laboratorio (GLP).
3.1.3. MEDIO DE CULTIVO
Medio Diamond
El medio de cultivo Diamond es el mas eficaz para el mantenimiento in vifro de T.

vaginalis (Gelbart ef al., 1989). La composicién modificada (Miyata, 1973), es la empleada en

nuestro laboratorio para la realizacion de resiembras cada 48 horas.

Composicion: _

- Tripticasa (Becton Dickinson) .......... 200¢g
- Extracto de levadura (Becton Dickinson) .......... 1,00 g
- Maltosa (Difco Laboratories) ......... 0,50 g
- Ac. L(+)-ascorbico (CarloErba)................ 0,02 g
- L(-)-cisteina (CarloErba) . ............... 0,10g
-Aguadestiladacsp. ... .. .. il 100 ml
Preparacién:

1°.- Los componentes se disuelven en agua destilada en las proporciones
indicadas, calentando sin llegar a ebullicion.
2°.- Se ajusta el pH a 6,5 utilizando HCI IN.
3°.- Se distribuye en tubos de vidrio en cantidades de 4,5 ml/tubo.
- 4°- Se esteriliza en autoclave a 120 °C durante 20 minutos.
5°.- Se conserva en nevera a 4 °C hasta su uso.
6°.- Extemporaneamente, sc afiade a cada tubo 0,5 ml de suero inactivado estéril

y 0,1 ml de una solucién antibi6tica, antes de cada resiembra.
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" Habitualmente se utiliza suero equino estéril (Kibbutz Laboratories), que se inactiva en
un bafio de agua a 56 °C durante 30 minutos. Este suero se fracciona y se mantiene congelado
a -20 °C hasta su empleo. La descongelacidn del suero se produce en un bafio de agua a 56 °C

durante 10 minutos.

La solucion antibidtica tiene por objeto evitar una hipotética contaminacion bacteriana.

El volumen afiadido contiene:

- 500 U.1. de Penicilina G sddica/ ml de medio (Penilevel Lab. Level, S.A.).
- 500 pg de Estreptomicina / ml de medio (C.E.P.A., S.A.).

Ocasionalmente se ha adicionado 500 pg de gentamicina/ml de medio (Genticina iny.
Antibidticos, S.A.). En caso de contaminacioén por Candida, se aplica Nistatina (Mycostatin
susp., Squibb) como antifiingico, afiadiéndose una gota por tubo. Se recomienda realizar pases
alternativos con y sin farmaco que eviten el efecto nocivo por tratamientos prolongados al

parasito.

3.1.4. PRODUCTOS ENSAYADOS

3.1.4.1. Extractos vegetales

Segun el programa del proyecto marco IBEROEKA 003, se han realizado ensayos de
cribado farmacologico in vitro frente a Trichomonas vaginalis y Trypanosoma cruzi de
diferentes extractos de plantas iberoamericanas seleccionadas por criterios etnobotanicos y

cedidos amablemente por ASAC Pharmaceutical International A.LLE. (Alicante, Espafia).

En la segunda fase de esta investigacion, dirigida al estudio de los inmunomoduladores,
la elucidacion de la actividad bioldgica de los extractos PAL y CTP ha sido nuestro objetivo

prioritario.

La empresa proveedora nos ha suministrado datos adicionales: en cuanto a PAL
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(extracto de Polypodium leucotomos), los polipodios se seleccionan y recolectan en las
Plantaciones Experimentales y de Recuperacion Ecolégica de Guatemala, propiedad de ASAC
P.1., situadas a 2000 m de altitud sobre el nivel del mar. El examen de las especies para su
identificacion fue llevado a cabo por el equipo del Dr. Aguilar Cumes (Jefe del Jardin Botanico
de Ia Universidad San Carlos de Guatemala) y por el Dpto. de Botanica de la Universidad del

Noreste en Corrientes (Argentina).

Los rizomas son separados y deshidratados por aire caliente a 60 °C durante 48 horas,
reduciéndose a polvo esta parte de la planta. El extracto acuoso se obtiene por maceracion del
material (500 g peso seco) sumergido en agua purificada (5 L) durante 48 horas a temperatura
ambiente. El extracto resultante es filtrado y eliminado el solvente pbr destilacién a baja

presion. Finalmente, PAL se liofiliza para su uso en los ensayos experimentales.

A continuacién, los procesos de fraccionamiento de los extractos vegetales se inician
con la disolucion del extracto seco en una cantidad minima de agua purificada con 4 volimenes
de metanol para obtener dos fracciones: A (fraccién metanélica insoluble) y B (fraccion
metanélica soluble) que fue separada por filtracion; ambas son desecadas bajo presion reducida.
La fraccion B se disuelve de nuevo en agua purificada y se extrae con cinco volumenes de n-
butanol. Ambas fases orgdnica y acuosa se secan bajo presion reducida para obtener dos nuevas

fracciones: C (fraccién butanolica) y D (fraccion acuosa).

De otra parte, nos remitimos al apartado correspondiente de la Revision Bibliografica
para el extracto CTP. Su origen, especie vegetal, extraccion y definicién no pueden
concretarse, en este momento, por ser datos confidenciales en proceso de patente (propiedad
de A.S.A.C. P.1). No obstante, se puede apuntar que un subextracto de la fraccion C presenta

la actividad biol6gica més interesante.
Todos los extractos liofilizados se reciben envasados en viales estériles (50 mg) e

identificados con un codigo de tres letras que determina la familia, género y especie de la planta

de procedencia.
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Los extractos vegetales ensayados en las pruebas de cribado farmacologico

antiprotozodsico frente a 7. vaginalis son:

APB MCT MCO PPN ART MMT
CBT PAL SCP GG CcGv

CMC CTP CBC ZCL-3 ECG

LCO CNL AXC CTD CSM

SCP-A CMC-A APB-A ECG-A

SCP-B CMC-B APB-B ECG-B

SCP-C CMC-C APB-C ECG-C

SCP-D CMC-D APB-D ECG-D

3.1.4.2. Productos de sintesis

En el Instituto de Quimica Médica (C.S.1.C.) y bajo la direccidn de la Dra. Ochoa de
Ociriz se ha realizado 1a sintesis de varias series de compuestos con potencial actividad
antiprotozodsica. Nuestro de equipo de investigacion en el Dpto. de Parasitologia (Facultad
de Farmacia, U.C.M.} se ha encargado de la realizacion del cribado farmacoldgico frente a
Trichomonas vaginalis y Trypanosoma cruzi tanto in vitro como in vivo. Los productos se

dividen en varias series segun su estructura basica:

- Serie de derivados de Tetrahidro-2h-1,3,5-tiadiazin-2 -tiona-3,5-disustituidos.
- Serie CP:Tieno(2,1)benzotiazepinas S,S-didoxidos y dibenzo(c,f)tiazepinas S,S-
diéxidos.

- Serie de aminas acomplejadas con Cu?".

Sus estructuras se esquematizan en las tablas 3.1., 3.2. y 3.3., que aparecen en las

siguientes paginas.

126



MATERIAL Y METODOS

-8
FIGURA 3.1. Estructura molecular de los compuestos: ST/
serie Tetrahidro-2h-1,3,5-tiadiazin-2-tiona-3,5-disustituidos /N\/N\
R1 R2

COMPUESTO R, R,
te FURFURILO (CH,),-COOH
DL-1b FURFURILO CH(CH,COOH)-COOH
e FURFURILO CH,-COOH
L-1d FURFURILO CH(CH,Ph)-COOH
DL-1d FURFURILO CH(CH,Ph)}-COOH
L-le FURFURILO CH[CH(CH,),]-COOH
DL-1f FURFURILO CH[(CH,),COOH]-COOH
L-1g FURFURILO CH(CH,COOH
th FURFURILO CH,-CONH-CH,-COOH
L-li FURFURILO CH[(CH,),SCH,]-COOH
D-1j FURFURILO CH(CH,CONH,)-COOH
L-1j FURFURILO CH{(CH,CONH,)-COOH
1k FURFURILO CI(CH,),}COOH
Im FURFURILO CH,-CH,-COOH
L-In FURFURILO CH[CH,-CH(CH;),]-COOH
2a CICLOHEXILO {CH,)-COCH
DL-2b CICLOHEXIL.O CH(CI,COOH)-COOH
2 CICLOHEXILO CH,-COOH
L-2d CICLOHEXILO CH(CH,Ph)-COOH
DL-2d CICLOHEXILO CH(CH,Ph)}-COOH
L-2¢ CICLOHEXILO CH[CH(CIL,),-COOH
DL-2f CICLOHEXILO CH[(CH,),COOH]-COOH
L-2g CICLOHEXILO CH(CH,}COOH
2h CICLOHEXILO CH,-CONH-CH,-COOH
L-2j CICLOHEXILO CH(CH,CONH,}-COOH
2m CICLOHEXILO CH,-CH,-COOH
L-2n CICLOHEXILO CH[CH,-CH(CH.),-COOH
3a (CH2)5-COOH (CH,),~-COOH
3¢ (CH2)5-COOH CH,-COOH
L-3e {CH2)5-COOH CHI[CH(CH,),]-COOH
3h (CH2)5-COOH CH,-CONH-CH,-COOH
L-3n (CH2)5-COOH CH[CH,-CH(CH,),]-COOH
4a (CH222-COCH (CH,)-COOH
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TABLA 3.2. Estructura molecular de los compuestos de la

serie de aminas acomplejas con Cu®'.

Cu®

COMPUESTO R

2AIB C[(CH3)2]-COOH (acido 2-aminoisobutirico)
6-ACA (CH2)5-COOH (acido 6-aminocaproico)
D-ASPA CH(CH2CONH2)-COOH (D-asparagina)

L-FA CH(CH2Ph)-COOH (L-B-fenilalanina)

Glic CH2-COOH (glicina)

L-Alan CH(CH3)-COOH (l.-alanina)
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TABLA 3.3. Estructuramolecular de los compuestos: Serie CP (Tieno(2,1)benzotiazepinas

$,S-diéxidos y dibenzo(c,ftiazepinas S,S-dioxidos).

CP-237

AN
H 0-CO-CH,

CP-47 CP-39

AN
H 0-CO-CH,-CH,CH,

CP-169
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TABLA3.3. Estructuramolecularde los compuestos: Serie CP (Tieno(2,1)benzotiazepinas
S,S-diéxidos y dibenzo(c,ftiazepinas S,S-dioxidos) (1I).

o fl ™ 0. | T o gﬁiﬂa
g
Vo N “:‘/ ?// AN /l{ \/’\\\/
/ ! / S l / s B :
/k/ N e N N J
A T -
geood  H HooC “H
P9 CP-14 CP-17
0 noH 0. E*EHS
- ! .
===, ]\r/’/’\\\\ /:_—-:’\/ >// . \
S
\;/\\w/\w/ / ' ﬂ \////’
| /
! /L_‘ﬂ_\/b " ﬁk\/\\N_ Y N— CH,
CP-42 CP-216
0 CH,
o o-i

-t
- e \ /:/;J
\:‘\_\ // T . \ o _ T(]; —
Et. OOC/ \H
CP-5 CP-7
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3.1.4.3. Farmacologia experimental

Los productos farmacéuticos ensayados enelmodelo experimentalde 7. vaginalis han
sido adquiridos en su forma especifica. Los farmacos empleados en las pruebas de

inmunomodulacion han sido:

Inmunomoduladores: - Inmunoferon® (glicofosfopeptical) de Andrémaco S.A..

- TP-1® (timoestimulina) cedida generosamente por Serono, S.L.

Inmunosupresores: - Imurel® (azatioprina) de Gayoso Wellcome S.A.
- Prograf® (tacrolimo o FK-506) de Fujisawa S.A.
- Genoxal® (ciclofosfamida) de Asta Médica S.A.
AINEs: - Feldene® Flas® (piroxicam) de Pfizer S.A.
- Nolotil® (metamizol) de Europharma S.A.

Hepatoprotector: - S.Amet® (sulfoadenosilmetionina) de Europharma S.A.

3.1.5. REACTIVOS Y SOLUCIONES GENERALES

Los reactivos mas usuales de apoyo a la labor de rutina con la cepa de T. vaginalis,

(mantenimiento, congelacion, preparacion de medios de cultivos,...), son los siguientes:
- Cloruro sddico (Panreac). - Etanol.
- Hidréxido sodico (Panreac). - Dimetilsulfoxido (Merck).

- Acido clorhidrico (Panreac).

1. P.B.S. (Phosphate Buffered Saline)

-NaCl... .o o0 e ... ... 8,00 g H,0 ... e s cev oee ... 1000 cC
-HK,PO, .. .. e o 1,21 g
-HKPO, .. .. ... ... ... 0,34 g pH: 7.3
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2. Azul Tripan {colorante vital)

- Azul Tripan 0,4% ... .10 ml H,O... ... .. e o .. . 90 ml

3.1.6. REACTIVOS DE ELISA.

1. PBS-Tween 20 (0,05%)

-Afiadir 2,5 ml de Tween 20 a 5 litros de tampén PBS (x 1).

2. Tampdn carbonato 0.1M

Na,CO; ..o i 32¢g
NaHCO; ... 59¢
Aguadestiladacsp. ....... ... .. .. 1000 ml

Ajustar a pH 9,6 y guardar refrigerado a 4°C.

3. Citrato 0.1 M
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5. Tampon citrato-fosfato

Citrato 0,1 M . ..o i i e 100 ml
Fosfato 0,2 M ..ttt e e e 100 ml
Aguadestiladac.s.p. ... ... 400 ml

Ajustar a pH 5,0 y mantener refrigerado a 4°C.

6. Sustrato revelador

Orto-fenilendiamina (OPD) (SIGMA N°P-1526) .... 0,004 g
Tampén citrato-fosfato . .................. .. ... 10 mi

Justo antes de su utilizacién afiadir 4 ui de H,0, por cada 10 m! de solucion. Esta

solucion se debe preparar fresca cada vez que se requiera, en un tubo protegido de la luz.

7. Solucion de frenado (H,8O, 3N)

SOH,98% ...ovvii e 80 ml
Aguadestiladacsp. ....... ... 500 ml

8. Conjugado para ELISA

Inmunoglobulinas de cabra anti-IgG+M, IgG, IgG,, 1gG,,, 18Gy, ¢ 1gG; de ratén
marcadas con peroxidasa (CALTAG Laboratories).
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3.2. METODOS

3.2.1. CRIBADO FARMACOLOGICO IN VITRO

1. Procedimiento

Los ensayos de cribado farmacolégico in vitro frente a 7. vaginalis se realizan
mediante el recuento microscopico de cultivos axénicos tras 24-48 horas de contacto con el
producto a ensayar, respecto a un control no tratado. Se determina la actividad citostatica

o citocida sobre el cultivo en fase exponencial de crecimiento.

Para Ia obtencion de un cultivo en fase logaritmica de crecimiento se resiembran,
aproximadamente, 5 ml de indéculo de 7. vagiralis en un botella de 100 ml de medio
Diamond suplementado con 10% de suero equino donante y 2% de antibidticos durante 48

horas.

Al cabo de este tiempo, se procede a la siembra controlada en tubos de vidrio de
100.000 T. vaginalis/ml (2ml/tubo). Para ello, el cultivo en fase exponencial se concentra por
sucesivas centrifugaciones a 2000 r.p.m. (350 g) durante 5 minutos y se ajusta el indculo,
segln el requerimiento experimental, mediante el hemocitémetro de Neubauer. Finalmente,

el cultivo se reparte en los tubos de vidrio (siembra controlada).

Los tubos se incuban en estufa de 37°C (5% CO,). Al cabo de 5-6 horas, en el inicio
de la fase exponencial, se dispensan los productos de sintesis (0 extractos vegetales) en las

concentraciones adecuadas al disefio de la prueba y se realiza el recuento de los controles.
Los recuentos tras 24-48 h de incubacion de la totalidad de los tubos permiten

establecer los parametros para la expresion de los resultados: 1.C. (indice de crecimiento),

%C (porcentaje de crecimiento), %R (porcentaje de reduccion).
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2. Expresion de resultados: Los resultados se expresan, en funcion de los recuentos,

bajo tres parametros, a saber:

a. Indice de crecimiento (I.C.)

I.C. = (N° de parasitos a 24 h/ N° de parasitos al inicio);

b.1. Porcentaje de crecimiento (%C)

SiI.C. > 1 = %C = (I.C. gmace/1-C- conro) X 100; 0 bien,

b.2. Porcentaje de actividad citostitica (%AC)

Sil.C. > 1= %AC =100- %C

El porcentaje de crecimiento es una expresion de la actividad citostédtica de los
productos de sintesis o naturales ensayados frente a 7. vaginalis.

c. Porcentaje de reduccion (%R)

Sil.C. < 1= %R =100 - (I.C. gmace/I-C- contro) X 1005

El porcentaje de reduccion es una expresion de la actividad citocida de los productos

de sintesis o naturales ensayados frente a 7. vaginalis.

CULTIVO AXENICO DE T. vaginalis

MEDIO DIAMOND
10% SUERO EQUINO

100.000 Tricomonas/tubo

R. microscopico (hemocitémetro)

2 ml/tubo

Incubacién 6 h/37 °C /5% CO,
Recuento hem ocitémetro hora 0

V Controles

DICION DEL PRODUCTO ENSAYADO

Incubacién de 24 h./48 h

v 37°C /5% CO,

RECUENTO HEMOCITOMETRO Y EXPRESION DE RESULTADOS
FIGURA 3.4. Metodologia del cribado farmacologico in vitro frente a T. vaginalis
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3. Preparacion de los productos naturales o de sintesis ensayados

Los productos de sintesis se disuelven, salvo indicacion en contra, en dimetilsulféxido
puro (DMSQ) con lo se facilita su solubilidad y esterilidad. Las diluciones posteriores se
realizan en PBS estéril. Generalmente, se preparan tres disoluciones 100, 10 y 1 pg/ml si se
trata de un producto de sintesis. Nétese que las concentraciones ensayadas para el firmaco de
referencia Flagyl® (metronidazol) son 2, 1 y 0,5 pg/ml. Por su parte, los extractos naturales
se ensayan a mayores concentraciones, 1000, 500 y 100 pg/ml, convencidos de que la

presencia de los principios activos se ve enmascarada por otros no activos.
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3.2.2. MODELO MURINO DE INFECCION INTRAPERITONEAL

Elmodelo murino de infeccion intraperitoneal fue inicialmente disefiado (Toyos, 1974)
para estudios de patogenia experimental, puesto que la inoculacion del pardsito induce el
desarrollo de lesiones en los drganos abdominales, que son valorables mediante necropsia.
Desde su experiencia se ha pretendido que nuestra aportacion mejore ciertos aspectos de dicho

modelo.

El protocolo de trabajo para el desarrollo de la infeccién experimental comprende:

3.2.2.1. Preparacion del inéculo

A partir de un cultivo axénico del protozoo de 48 horas en tubos de vidrio, se realiza
la resiembra en frascos de cultivo de 100 mi de medio Diamond con suero equino estéril y
antibitico en las proporciones convenientes. Al cabo de 48 horas se procede a la
concentracion del cultivo por centrifugaciones sucesivas a 2000 r.p.m. (350g) durante cinco
minutos; no es aconsejable prolongar mas cada concentracién, pues muchos Organismos

pierden vitalidad e incluso mueren.

Una vez finalizada la concentracion, se realiza el recuento de parasitos a través de la
camara de Neubauer con el apoyo de un colorante vital como Azul Tripan 0,4% y se ajusta
el correspondiente inéculo, habiéndose ensayado 10°, 5x10° y 107 tricomonas/ratén.

3.2.2.2. Pauta de inoculacién

Para cada una de las prucbas se han empleado lotes de 10 ratones de las cepas no

consanguineas (CD-1, NMRI) y consanguineas (BALB/c, C57BL/10), de 20-25 g de peso.

La inoculacién intraperitoneal se realiza en el cuadrante inferior derecho de la pared

abdominal del raton. E! volumen inyectado es de 0,8 ml de la suspension preparada.
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Todos los animales son inoculados en el lomo por via subcutanea con 0,2 ml de una
mezcla de penicilina y estreptomicina en una dosis de 150.000 U.L./ Kg y 20 mg /Kg de peso
respectivamente (1633 U.L de penicilina pesa 1mg).Una vez inoculados los ratones, se inicia
un periodo de observacion, coincidente con la evolucion de la infeccion producida, hasta la

necropsia y valoracion de las lesiones.
3.2.2.3. Necropsia y valoracion de las lesiones

Los animales son sacrificados al decimoquinto y trigésimo dia post-inoculacién (p.i.)
por dislocacion cervical. Realizandose la necropsia a continuacion. Si alguno muriese en el
transcurso de la prueba sera sometido a examen de inmediato. La cuantificacion de las lesiones
permite la aplicacion de tratamientos estadisticos a los resultados. El indice de patogenia puede
ser expresado en un tanto por cien, dado el criterio de valoracion de las lesiones. El maximo
valor se le darfa, segin el disefio de Toyos (1974), a una cepa que produjera la muerte de
todos los ratones al tercer dia p.i. con el parésito en el liquido ascitico y con la maxima
puntuacién de las lesiones. Para la valoracion de lesiones se han tenido en cuenta los datos

siguientes (tabla 3.4.a):
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TABLA 3.1.a. Valoracion de las lesiones y la mortalidad en el modelo de 7. vaginalis

I.- MORTALIDAD DURANTE LA EXPERIENCIA

- Ratones muertos al 3% diapi ......... ... ... 50 puntos
- Ratones muertos al 4°dia p.i. ...t 44 puntos
- Ratones muertos al 5°dia pi. ......... ... ... .. 38 puntos

- Por cada dia de retraso 6 puntos menos.

- Ratones muertos después del dia 10°pi. ............. 6 puntos

I1.- LIQUIDO ASCITICO

-MenosdeIml ... ... ... e 2 puntos
-Dela2ml ... e 4 puntos
-Masde2ml L. 6 puntos

IL- PERITONEO Y GRASA PELVICA

- Necrosis puntiforme enniimerode 1a3 ............. 2 puntos
- Necrosis puntiforme multiple y/o necrosis
tnicade3a5Smmdedidmetro .. ............. ... ... 4 puntos
- Necrosis multiples de 3 a 5 mm y/o necrosis
tnicade 5a 10 mmde didmetro . ................... 6 puntos
- Necrosis extendida portodalapelvis ................ 8 puntos
- Necrosis diseminada en cavidad abdominal

afectando el meso intestino y zona perirrenal . ........ 10 puntos
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TABLA 3.1.b. Valoracién de mortalidad y lesiones en el modelo de 7. vaginalis(cont.)

IV.- BAZO, PANCREAS, ESTOMAGO

- Necrosis puntiforme en nimero de 1 a 3 y/o
esplenomegaha . . ..... ... ... ... .. .. ... 2 puntos

- Necrosis puntiforme miltiple y/o necrosis

tnicade3aSmmdediametro ......... ... ... ...... 4 puntos
-Necrosistnicade Sa8mm ....................... 6 puntos
- Necrosis de 8 a 10 mm afectando a mas de un 6rgano ... 8 puntos

- Necrosis de 10 de 15 mm englobando a mas de un 6rgano. 10 puntos
- Necrosis mayores de 15 mm que ocupan
mas de un 6rgano e interesando también

ahigado yasasintestinales ....................... 12 puntos

V.- HIGADO (CARA VISCERAL)

- Necrosis puntiforme en nimero de 1 a 3 y/o

fina capa superficial de fibrina sobre el 16bulo

deSpigelio ........ ... ... .. 2 puntos
- Necrosis de 3 a 5 mm y/o necrosis parcial

del 16bulo de Spigelio o de los 16bulos ventrales

derechooizquierdo .......... ... ... ... .. ... .... 4 puntos
- Necrosis de 5 a 8 mm y/o necrosis total del

lobulo de Spigelio o necrosis equivalente

en los 16bulos ventrales dcho.oizq ................. 6 puntos
-Necrosisde8al0mm........................... 8§ puntos
- Necrosis afectando a la mayor parte de la superficie . . .. 10 puntos
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TABLA 3.4.c. Valoracion de mortalidad y lesiones en el modelo de 7. vaginalis(cont.)

VIL.- HIGADO (CARA DIAFRAGMATICA).

- Necrosis puntiforme en niimero de 1 a 3 o fina

fina capa superficial de fibrina y/o alteraciones

enlacoloraciondel6rgano ......... ... .. ... . ... .. 2 puntos
- Necrosis de 3 a 5 mm y/o grandes

alteracionesdecolor ........ ... ... . il 4 puntos
- Necrosis de 5 a 8 mm y/o necrosis parcial

de los l6bulos diafragmaticos izg.odcho ............. 6 puntos
- Necrosis de 8 a 10 mm y/o necrosis parcial

de los I6bulos y/o intensadeunlébulo .............. 8 puntos
- Necrosis intensa afectando a varios lébulos . ......... 10 puntos
- Necrosis extendida a todos los 16bulos e

interesando al diafragma .. ............... ... . ... 12 puntos

Tomado de Escario, J. A. . Tesis doctoral. 1985, La tabla de valoracion de lesiones del modelo de patogenia experimental de T vaginalis de
Toyos {1974) fue modificada por Escario (1985). Permitiendo la representacion del indice de patogenia en porcentajes.

Segiin el baremo establecido se obtiene un valor numérico para cada raton. El indice
de patogenia de cada cepa se calcula hallando la media de las puntuaciones del lote. En el
trabajo original de Toyos, se propone que las cifras queden representadas sobre el esquema
de un ratdn, en el que cada érgano reciba la valoracion correspondiente, segn la intensidad

de 1a lesion.

El modelo murino de infeccion intraperitoneal con T. vaginalis, modificado del
esquema de Toyos (1974), de quien se recoge el método de valoracién de Ia necropsia, se

pretende analizar y optimizar bajo un estudio critico de las experiencias propuestas.
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En la figura 3.5. se esquematiza el procedimiento de trabajo en el ensayo de patogenia;
debe reconocerse la brevedad y elegancia del disefio experimental frente a otras posibles

alternativas, en cuanto a la via y procedimiento.

MEDIO DIAMOND o ey CULTIVO AXENICO DE
10% SUERO EQUINO Trichomonas vaginalis
ANTIBIOTICOS

107 Tricomonas/raton
R. microscépico (hemocitémetro)
Inoculacion intraperitoneal

Cepas: NMRI
BALB/c
C57BL/10
CD-1

NECROPSIA DE ANIMALES MUERTOS
Y
VALORACION DE LESIONES

Observacion: 15 DIAS p.i.

\Y,

SACRIFICIO DE ANIMALES SUPERVIVIENTES

VALORACION DE LESIONES Y MORTALIDAD (INDICE DE PATOGENIA)

FIGURA 3.5. Metodologia del ensayo de patogenia experimental de 7. vaginalis.
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32.3. CRIBADO FARMACOLOGICO IN VIVO

El modelo murino de patogenia de 7. vaginalis ha sido aplicado al cribado
farmacologico in vivo. Fundamentalmente, sobre el disefio experimental se establece una pauta
adecuada de tratamiento, suficiente para que se produzca la curacion con el producto de

referencia (metronidazol) tras la infeccion parasitaria.
El protocolo establecido empiricamente se puede esquematizar como sigue:

Dia  0: Inoculacion intraperitoneal de Trichomonas vaginalis.
Dias 3° 4°, 5° 6°y 10° 11°, 12° p.i.: Tratamiento farmacolégico.

Dia  15° p.i.: Necropsia de los animales supervivientes.

La administracién por via oral de metronidazol (0,75 mg/ratén/dia) en 0,3 ml de
carboximetilcelulosa cura las lesiones producidas por la infeccién intraperitoneal de T.
vaginalis. No obstante, la concentracion habitualmente ensayada para los productos de sintesis

es de 3 mg/ratén/dia.

Los productos de sintesis que en ¢l cribado farmacologico in vitro manifiestan una
notable actividad antiprotozodsica, preferentemente citocida, son ensayados en el modelo de
cribado farmacoldgico in vivo. Esta estrategia, por razones deontologicas y econdmicas,

permite obviar los ensayos in vivo de productos que carecen de actividad in vitro.

3.2.4. DETERMINACION DE LA PATOGENIA DE AISLAMIENTOS
AUTOCTONOS

Las 18 cepas aisladas en los Centros de Promocién de la Salud de Madrid (1994-96)
de los distritos Centro (3059, 8232, 3569, 7894, S/H, 11, 3558, 15, 17 y 14), Villaverde
(1232, 18 y 7), Tetuan (1807, 1800), Carabanchel (13), Vicalvaro (208) y Retiro (1540),
fueron axenizadas mediante tratamientos antifimgicos a través del tubo de Carneri modificado.

Para la evaluacién de la patogenia experimental de los aislamientos se ha utilizado la

143



MATERIAL Y METODOS

cepa de raton NMRI que, ademas de ser una de las mas susceptibles a la infeccién por T.
vaginalis, es la mas asequible a nuestro laboratorio por su relativamente bajo coste econdmico

y la ausencia de requerimientos especiales en su mantenimiento.

En cuanto al protocolo del ensayo de patogenia de aislamientos clinicos, se han
mantenido las condiciones del modelo previamente establecido, esto es, un indculo de 107
tricomonas/ratén y un periodo de observacion de 15 dias previo al sacrificio de los

supervivientes.

En cuanto a la necropsia, para la valoracion de las lesiones y la mortalidad nos hemos
remitido al baremo disefiado para el modelo experimental de patogenia (tabla 3.4). Los datos
de los 18 aislamientos nos han permitido validar mediante procedimientos estadisticos (Analisis

de Componentes Principales y Discriminante) dicho baremo disefiado subjetivamente.

3.2.5. APLICACION DELMODELO EXPERIMENTALDE T. VAGINALISPARA
LA ELUCIDACION DE LA POTENCIAL ACTIVIDAD
INMUNOMODULADORA DE LOS EXTRACTOS PAL Y CTP

La integracion del modelo de patogenia experimental en el marco del proyecto
CYTED-D: IBEROEKA 003 (Cribado y aislamiento de principios farmacologicamente activos
de plantas iberoamericanas) nos ha permitido profundizar en el conocimiento de los
mecanismos patogénicos de 7. vaginalis y de 1a actividad inmunomoduladora de los extractos

vegetales seleccionados por criterios etnobotanicos.

En principio, la aplicacion del modelo de patogenia a la inmunomodulacion, no ha
supuesto la introduccion de cambios sustanciales en ¢l ensayo previamente disefiado. No
obstante, las primeras experiencias de inmunomodulaciébn fueron encaminadas al
establecimiento de la dosis y pauta de tratamiento mas adecuada para determinar el efecto de

los extractos vegetales sobre la regulacion del sistema inmune.
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A tal efecto, se han ensayado tres dosis de 4, 20 y 40 mg/Kg/dia. Una vez establecida -
la dosis intermedia, se han ensayado tres pautas, la primera y mas eficaz, durante los 10 dias
previos a la infeccién y las otras dos, con inferior resultado, de 5 dias postinfeccion en la

primera y segunda semana de observacion.

En cuanto a la cepa de ratén, se ha mantenido la NMRI para las experiencias que
\inicamente requerian necropsia, y se ha dispuesto de BALB/c en las pruebas en que ademas

se ha recogido suero para los ensayos inmunoenziméticos de inmunoglobulinas y citocinas.

Finalmente, el sacrificio de los ratones supervivientes se realizo el 15° diap.i. yenla
necropsia se ha utilizado la tabla de valoracion de las lesiones y la mortalidad aplicada en el

modelo de patogenia y cribado farmacologico in vivo.

Del conjunto de extractos vegetales solamente se han ensayado dos con potencial
actividad inmunomoduladora: PAL y CTP; aunque en la validacién del método se han
introducido inmunoestimulantes, inmunosupresores, antiinflamatorios no esteroideos y agentes
adyuvantes. Las dosis y pautas de tratamiento empleadas en cada uno de los farmacos

corresponden a las indicadas en la bibliografia.

3.2.6. ENSAYO INMUNOENZIMATICO (ELISA)

Se han utilizado métodos inmunoenzimaticos para la determinacion de anticuerpos y
de citocinas. En el primer caso se ha puesto a punto y realizado la técnica en el laboratorio,
mientras que en los ensayos de citocinas se han utilizado los ifs comerciales de ENDOGEN,
Inc. para la determinacion de IFN-y ¢ 1L-4.

3.2.6.1. Infeccion experimental y obtencion de sueros

Los ratones BALB/c son infectados con 107 tricomonas/ratén y sangrados

semanalmente del plexo venoso retro-orbital con pipeta Pasteur (técnica de Noller).
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Una vez formado el coagulo, la sangre se microcentrifuga a 9000 r.p.m. (2000g)
durante 10 minutos (microcentrifuga MIKRO 12-24 Hettich Zentrifugen). Posteriormente, se

recoge ¢l suero, se fracciona y congela a - 20°C.
3.2.6.2. Preparacion del antigeno

Los cultivos de T vaginalis en fase de crecimiento exponencial se centrifugarona 2000
r.p.m. {350g), resuspendiendo el precipitado en un tampon Tris-HClI IN, pH 6,0;
posteriormente, se somete la suspension a procesos de congelacion y descongelacion sucesivos
en N, liquido, o bien, alternativamente, se sonica mediante pulsos de 10 segundos la muestra

enun sonicador VIRTIS (VIRSONIC), manteniendo los tubos eppendorf en un bafio de hielo.

A continuacion, se delipida con 3 ml de n-hexano y 7 ml de la suspension, mediante
agitacion enérgica y decantacion de la fase superior. La fase acuosa se recoge y se centrifuga
a 13.000 r.p.m. durante 30 minutos a 4 °C. El sobrenadante corresponde al antigeno total
(Garcia Palacios, 1997). Tras dializar durante 24 horas frente a PBS, con membranas de
dialisis (Medicel), se valora la concentracion de proteinas por el método Bradford, se fracciona

en alicuotas y se congela a - 20 °C.

3.2.6.3. Determinacion de anticuerpos: Ig G +1g M, Ig G, lg G,, Ig G,,, Ig G,, y Ig
G3-

Se tapizan las placas de microtitulacion de 96 pocillos (Nunc Immuno Plate
Maxisorp®), gon IO() ul de antigeno total por pocillo (concentracion: 1 ug/rnl) en tampon
carbonato 0,1 M a pH 9,6. Tras incubacion toda la noche a 4 °C, se lavan por tr1phcad0 los

pocillos con tampon PﬁS -Tween 20.
Para evitar la adhesion inespecifica de los anticuerpos a la placa, se procede al post-

tapizado de la misma can 300 pl/pocillo de BSA al 0,1% diluida en PBS y se incuba durante

una hora a 37 °C, al cabo de ese tiempo, se lava la placa tres veces con PBS-Tween 20.
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Tras el post-tapizado, la placa estd dispuesta para el ensayo inmunoenzimatico,
inicialmente se afiaden 100 pl/pocillo de suero problema a una dilucién adecuada (1/50, 1/100,
1/200) en PBS-Tween 20, BSA 0,1% y por duplicado. El periodo de incubacion subsiguiente
es de 2 horas a 37 °C y de nuevo al finalizar ese plazo, la placa se lava tres veces con PBS-

Tween 20,

A continuacion, afiadimos 100 pl de anti-inmunoglobulina de ratéon marcada con
‘peroxidasa a una dilucion de 1/2000 (IgG e IgG+M) o 1/1500 (IgG,, 1gG,,, 1gG,, € IgG;) ¥
se incuba una hora a 37 °C. Tras lavar tres veces con PBS-Tween 20 se afiaden 100 pl de
sustrato cromogénico (40 mg OPD + 100 ml Tampén citrato-fosfato + 40 ul H;O,). La
incubacion se realiza a temperatura ambiente y protegiendo la placa de la exposicion directa
a la luz. Una vez que se inicia la reaccion coloreada, cuando la diferencia de color entre el
control positivo y negativo es mixima y, antes de que los pocillos sin suero empiecen a

adquirir color, se afiaden 50 pl por pocillo de la solucion de frenado (H,SO,, 3N).

Finalmente, se procede a la lectura de la placa de 96 pocillos en un lector de ELISA
(ELK 800 BIO-TEK INSTRUMENTS, INC.) a 492 nm. :

3.2.6.4. Determinacién de citocinas: IFN-y e IL-4.
La determinacién de IFN-y e IL-4 en las experiencias de inmunomodulacion se ha
realizado bajo la supervisién del Dr. D. Fernando Setién en el CAI de Inmunologia de la

Facultad de Medicina (Universidad Complutense de Madrid).

En cuanto al procedimiento, se han seguido las especificaciones del manual de

instrucciones del kit comercial de ENDOGEN Inc., que se resumen a continuacion:
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h

=T - BN B

10.
11.
12.

. Adicion de 50 pl del anticuerpo biotinilado.
. Adicion de 50 pd de los estandares o muestras en duplicado.

. Incubacion de la placa cubierta a temperatura ambiente durante 2 horas a una

temperatura entre 20 y 25 °C.

. Lavado de placas (x 3).
. Diluir la estreptavidina-HRP concentrada en un tampoén de dilucién y afiadir 100 pl

de la solucién a cada pocillo.

. Incubacion de la placa cubierta a temperatura ambiente durante 30 minutos.
. Lavado de las placas (x 3).
. Afiadir 100 pl de la solucion de sustrato premezclada TMB a cada pocillo.

. Revelado de la placa a temperatura ambiente (20-25 °C) en la oscuridad durante

30 minutos.

Finalizacion de la reaccién por adicion de 100 pl de la solucion de frenado.
Lectura de absorbancia de la placa 450-550 nm.

Cilculo de los resultados. Por interpolacion en la recta de regresion generada por

los estandares, o bien , mediante el calculo sobre la recta de regresion.

Se recomienda, asimismo, guardar una serie de precauciones para la correcta ejecucion

del ensayo de determinacién de citocinas:

A, Preparacién de muestras: Las muestras pueden proceder de suero, plasma o

sobrenadante de cultivo. No siendo conveniente realizar diluciones de no sospechar una

concentracion elevada de citocinas. El volumen de muestra requerido son 50 pl.

B. Preparacion de reactivos:

B.1.Tampon de lavado: Se afiade el contenido completo del tampon de lavado 30x y se

diluye hasta un volumen final de 1,5 litros con H,O destilada o desionizada.

B.2. Solucion de estreptavidina-HRP: Preparese la solucion estreptavidina-HRP no mas

de 15 minutos antes de usar. No preparar mas que la requerida.
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Usar tubos de plastico de 15 ml para preparar la solucién de estreptavidina-HRP.
La solucion debe ser centrifugada brevemente.

Usar solamente la cantidad requerida para el nimero de filas a ensayar. Afiada 30
ul de estreptavidina-HRP concentrada a 12 ml del tampén- de dilucidén de
estreptavidina-HRP. En caso de no emplear toda la placa, usar 2,5 pl de

estreptavidina-HRP concentrada y 1 ml de tampén de dilucion por cada fila.

C. Estandares: Usar una hora después de su reconstitucion. Si utilizas muestras de suero
o plasma reconstituir el estandar con H,O destilada. Reconstitucion del estandar en el vial
etiquetado: 4000 pg/ml el estandar sera disuelto durante un minuto. Realizar una dilucién

seriada 1/4; 1000 pg/ml, 250 pg/ml, 62,5 pg/ml, 15,6 pg/ml.

3.2.7. ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados derivados de las pruebas in vivo precisan de un tratamiento estadistico

que permita comprobar la significacién de las observaciones realizadas.

La amplia gama de factores que inciden en un modelo experimental intraperitoneal
repercuten, de manera evidente, en los datos obtenidos. Fundamentalmente, segin Kulda
(1990), la severidad de la infeccion depende de la respuesta individual del animal hospedador
(ratén), que refleja la virulencia inherente de la cepa inoculada (tricomonas). Esto puede
explicar la variabilidad de los indices de patogenia individuales, en lotes de ratones de idéntico

sexo y edad, pero cuyos niveles de respuesta inmunologica no son idénticos.

El tratamiento estadistico aplicado en las experiencias realizadas no es parametrico

debido a las exigentes condiciones que se deben cumplir:
1.- Independencia muestral. Obtenida por la asignacion aleatoria de los sujetos del

experimento, asi como de las variables. Requiere, a su vez, que el tamafio muestral sea

suficientemente grande (nz30).
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2.- Normalidad de la distribucién. Los valores muestrales siguen una funcién de

distribucién normal.

3.- Homogeneidad de las varianzas. Calculada mediante el estadistico F,,,, que se define
mediante un cociente de las estimaciones de las varianzas mayor y menor de los grupos. Si el
valor obtenido es menor que el valor tabulado, nada se opone a aceptar la hipétesis de la

homogeneidad de las varianzas.

En la practica no siempre se pueden cumplir todos los requisitos de las pruebas y hemos
de acudir a una serie de procedimientos en la estadistica no paramétrica o de libre distribucion
que no exigen que la distribucion poblacional tenga una determinada forma especifica, ni que
sus parametros cumplan ciertas condiciones requeridas a las pruebas paramétricas. Se aconseja

acudir a las pruebas no paramétricas cuando:
a.- Se desconoce la distribucion de la variable o se duda del supuesto de normalidad.
b.- La informacién de la variable viene dada en una escala ordinal o nominal
c.- El nimero de individuos muestrales es pequefio.
De entre los posibles test no paramétricos se¢ han utilizado:
- La prueba U de Mann-Whitney.
Puede considerarse como la prueba no paramétrica mas potente, para probar si dos

muestras independientes se han tomado de la misma poblacién y mds en concreto, si existen

diferencias significativas entre la tendencia central de las poblaciones de origen.

Tras el cAlculo estadistico de la U, analogo al realizado en la # de Student en las pruebas
paramétricas, dicho resultado se compara con el valor critico de la Un,», tedrico, siendo n, y

n, los tamafios muestrales de los grupos que se comparan.
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Si U calewlads > U teérica €ntonces nada se opone en aceptar la hipétesis nula. Por el
contrario, si 1a U calculada < U teérica €ntonces se rechaza la hipétesis nula, para el nivel de

significacion previamente seleccionado.
- El analisis de la varianza no paramétrica o prueba H' de Kruskal-Wallis. -

El estadistico prueba la hipétesis de que K>2 distribuciones de poblacién de forma no
especificada son exactamente iguales. Para comprobar el contraste H' se ha referido a la tabla
de %2, a la que se entra con el riesgo & que hayamos prefijado y K-1 grados de libertad, siendo
K el mimero de grupos que intervienen en la investigacion. SiH' < %, se acepta la hipotesis
nula (las muestras pertenccen a poblaciones idénticas). Si H' > %> o w1 » Se rechazard la

hipotesis nula.

Para el estudio de los parametros que componen el indice de patogenia se opto por

técnicas multidimensionales, ya que éstas son las que mejor responden a nuestros objetivos:

1. Conocer las relacion existente entre las variables (pardmetros);

2.  Analizar la dispersion de las observaciones (poniendo en evidencia posibles
agrupamicntos), para detectar las variables responsables de dicha dispersion, y

3.  Determinar si se trata de grupos diferenciados, y, en tal caso, determinar la variable, o

conjunto de variables, que mejor discriminen entre dichos grupos.

Siguiendo a Judez (1989) como método de anlisis factorial se empleo el analisis de
componentes principales y el andlisis de discriminantes para la identificacion y clasificacion de

los posibles grupos detectados.

El objetivo del andlisis de componentes principales es transformar una matriz de datos
(conjunto de observaciones con valores para una serie de variables estadisticas) para
caracterizar las observaciones mediante un pequefio numero de variables no correlacionadas

entre si, que facilite el anélisis de la estructura de la matriz de datos.
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Dicho de una manera mas precisa, ¢l andlisis de componentes principales pretende:

- Facilitar el estudio de las relaciones existentes entre las variables.

- Facilitar el analisis de la dispersion de las observaciones (poniendo en evidencia
posibles agrupamientos), detectando las variables que son responsables de dicha

dispersion.

En cuanto al analisis discriminante, los objetivos se pueden dividir en dos grupos:

1. Objetivos descriptivos. Tales objetivos se persiguen cuando se desea una
representacion del conjunto de las observaciones que permita verificar si se estd realmente en
presencia de grupos bien diferenciados, o bien, se pretende encontrar la variable o conjunto

de variables que mejor discriminan a los grupos preestablecidos de observaciones.

2. Objetivos decisionales. Cuando se trata de reclasificar ciertas observaciones de un
conjunto inicial (en funcion de un conjunto de variables), o bien, cuando se tiene por finalidad
clasificar nuevas observaciones (observaciones que no estaban presentes en el conjunto inicial)

en uno de los grupos existentes.

Finalmente, se ha establecido el criterio de Chauvenet para el rechazo de valores
atipicos. Se rechaza la observacion en una muestra de tamafio n si su desviacion de la media
es mayor que la que corresponde a una probabilidad de 1/2n. La aplicacion reiterada de dicho
criterio puede conducir facilmente al rechazo sucesivo de las observaciones extremas,

procedimiento que nunca debe ponerse en practica.

La decision de rechazar una observacion debe basarse en la experiencia y no sin antes
realizar cuidadosas consideraciones previas. Es importante percatarse de que al rechazar una
observacion, quizd se estd dejando de lado informacion sumamente importante que podria

llevarnos a descubrir un factor que hasta ese momento no se habia considerado.

No obstante, la complejidad que supone un modelo experimental in vivo implica que los

resultados estén sometidos a cierta variabilidad. El investigador debe reconocer la procedencia
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de dicha variabilidad para sacar las conclusiones adecuadas. Un error de tipo técnico, la falta
de homogeneidad de los componentes..., pueden ser la fuente de la variabilidad y generar

interpretaciones distorsionadas de los datos obtenidos.

El tamafio muestral es suficientemente elevado como para determinar la tendencia de la
poblacion (n=10). El indice de patogenia de la cepa es el resultado de la media de los indices
de patogenia individuales de cada ratén del lote; los valores que cumplen el criterio de

Chauvenet son excluidos, ya que se apartan de forma muy notable de la media global.

Por ejemplo, en la prueba sobre el indice de patogenia de T. vaginalis enla cepa de ratén
BALB/c, segin el modelo de Toyos modificado, con un tiempo de observacion de 30 dias, los
valores obtenidos son: 0,0; 0,0; 36.0; 42,0; 42,0; 40,0; 50,0; 46,0; 38,0 y 38,0. Elcriterio de
Chauvenet sefiala con valores atipicos ambos ceros. Parece obvio, que estos ratones no se han
infectado por la circunstancia que fuere y en modo alguno se debe considerar su valor al

establecer el indice de patogenia global.

Los métodos de célculo aplicados se recogen en el libro Fundamentos de Estadistica
de Carlos M. Cuadras et al. (Promociones Publicaciones Universitarias. ed.) Barcelona, 1‘_984,
a excepcion de los analisis de componentes principales y diseriminante que perteneéeﬁ a
Técnicas de andlisis de datos multigii;nensionale& de Lucinio Judez (Ministerio de Agricultu‘ra

Pesca y A]imentqqi(’)n ed.) Madrid, 1989.

- Los resultados de las experiencias han sido sometidos a la!\atp]jcaci(')n informatica
de célculo SPSS/PC+ Release 6.1.3. de windowsT'Mtp'éra IBM de Matija J. Norusis (1986). De
gran utilidad poy su simplificada interfase y gran potencia de célculo que peririite tanto tests

paramétricos copo no parameiricos.
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