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Colombia Médica

Patogénesis de la enfermedad pélvica inflamatoria. Modelo animal con la

biovariedad murina de Chlamydia trachomatis
Fabio Carmona Velasquez, M.Sc.”

RESUMEN

Se inocularon hembras de ratones blancos suizo (Balb/c), entre 4 y 6 semanas con la
serovariedad MoPn de Chlamydia trachomatis para producirles una salpingitis clamidial
experimental. Directamente en la rama uterina izquierda se inyectaron 30 Yl equivalente
a 6 x 10* UFI. La misma cantidad se inyecté en la bursa del ovario del mismo lado, a través
del tejido graso que se encuentra en este sitio. Se sacrificaron grupos de hembras a los 7 y
14 dias después de la inoculacion para buscar inflamacién, hidrosdlpinx y respuesta de
anticuerpos tipo 1gG e IgM. Otras hembras inoculadas se aparearon para observar la tasa
de infertilidad bilateral que ocasionaba la infeccion. Un tercer grupo de animales se traté
con tetraciclina, ibuprofén y prostaglandina E . El tratamiento temprano, hacia el segundo
dia después de la inoculacién, impidié la inflamacion, la formacion de hidrosdlpinx y la
infertilidad normal bilateral. Los agentes antiinflamatorios, usados solos, no tuvieron
ningtin efecto para prevenir la inflamacién, ni aun en combinacién con tetraciclina. Un
cuarto grupo se traté con anticuerpos monoclonales dirigidos contra la subpoblacion
linfocitica L3T4 (equivalente en seres humanos a CD4). En los ratones con L3T4 se observé
un agotamiento (deplecion) total de la poblacién linfocitica L3T4 hacia el segundo dia
después de la inoculacion. EIl agotamiento persistio por lo menos hasta el dia 20, pero no
alteré significativamente los porcentajes de células expresadas por Thy 1.2 (célula de
antigeno T) o Lyt, (célula de antigeno T supresor/citotéxico, que equivale a los CD8 en el
hombre). Se concluye que los continuos indéculos con Chlamydia, generan una respuesta
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inmune que termina con dafio del tejido y conduce a la infertilidad.

Palabras claves: Chlamydia trachomatis. Enfermedad pélvica inflamatoria. Respuesta inmune.

Chlamydia trachomatis es una
bacteria intracelular obligada, que
por infectar primariamente la
mucosa oculogenital puede
producir uretritis, cervicitis y
conjuntivitis. Las infecciones
oculares conducen al tracoma, la
mds importante causa de ceguera
prevenible, en el mundo'. Estas
infecciones genitales generalmente
se resuelven sin secuelas adversas
pero en ocasiones progresan hasta
una inflamacién severa que resulta
en infertilidad. La patogénesis de
las consecuencias probablemente se
comprende bien, aunque estudios
previos sugieren que hay mecanis-
mos inmunolégicos comprome-
tidos?. Estos estudios proponen que
la repetida exposicién a los anti-
genos clamidiales provoca res-
puestas de hipersensibilidad que

llevan aun dafio tisularirreversible;
las secuelas son particularmente
graves debido a que la infeccién del
tracto genital femenino puede a
menudo conducir a enfermedad
pélvicainflamatoria (EPI), embarazo
ectépico o infertilidad tubarica’.
Westrom y Mardh* monitorearon
una cohorte de mujeres a quienes se
les comprobé EPI por laparoscopia
y encontraron que las que habian
padecido un solo episodio de EPI
mostraban 6.1% como tasa de
infertilidad, mientras que enlas que
habian tenido tres o mds episodios
la tasa de infertilidad llegé6 a 54%.
Alrededor de 750,000 mujeres en
los EEUU anualmente requieren
tratamiento para EPI°. Ademads de
la morbilidad y los costos asociados
con la enfermedad aguda, el riesgo
de presentar secuelas a largo plazo

*  Profesor Titular, Departamento de Microbiologia, Escuela de Medicina, Facultad de Salud, Univers

del Valle, Cali.
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en esta condicién parece ser
sustancial. Un estudio prospectivo
en Suecia de 415 mujeres con
salpingitis aguda, verificada por
laparoscopia, informé frecuencias
de 21.2% de infertilidad involun-
taria, 18% de dolor abdominal
crénico y 4.1% de embarazos ect6-
picos después de un episodio de
EPI®. Safrin et al.” en su estudio
retrospectivo de 140 mujeres admi-
tidas para tratamiento de EPI en el
Hospital General de San Francisco,
encontraron que 12 (24%) tuvieron
dolor pélvico durante seis o mads
meses después delahospitalizacion,
en 22 (43%) hubo subsecuentes
episodios de EPI y 40% fueron
infértiles involuntarias. El trata-
miento temprano de la EPI puede
conducir a una recuperaciéon
completa sin dafio de la funcién
rl%gaoductiva. Infortunadamente, un
numero significativo de casos son
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asintomdticos, leves o mal diagnos-
ticados y no se toman medidas
terapéuticas para resolver el pro-
blema®.

La etiologia de la EPI es proba-
blemente multifactorial, y la
sintomatologia y secuelas a largo
plazo pueden ser el resultado de la
interacciéon entre el o los micro-
organismos patégenos y el sistema
inmune de la paciente’. Entre las
bacterias C. trachomatis parece
jugar un papel preponderante en la
EPI. Varios estudios seroepide-
miolégicos enlos paises occidentales
han mostrado una prevalencia en
aumento de titulos altos de anti-
cuerpos frente a C. trachomatis
sobre todo en mujeres con inferti-
lidad tubdrica'®*y en pacientes con
embarazo ectépico®**”. También se
ha descubierto ADN clamidial mds
frecuente en cérvix de mujeres
infértiles (26.3%) frente a un grupo
control de fértiles (12.5%)'.

Por estudios en animales se ha
establecido que tanto la produccién
de anticuerpos especificos como la
inmunidad mediada por células
frente al agente de la pneumonitis
del ratén (MoPn) de C. trachomatis
son dependientes de células T.
Ademds, en estudios anteriores se
ha visto que en la respuesta inmune
también hay produccién de gamma
interferén (IFN-gamma). Este
interferén mostré capacidad para
inhibir in vitro la replicacién de la
bacteria y se observé ademads que su
producciéon en el bazo también
dependia de células T*: el agota-
miento in vivo de interferén en
ratones de laboratorio puede
exacerbar la infeccién. También se
sabe que la administracién de un
anticuerpo monoclonal (inmuno-
globulina de rata G2b.IgG2b) contra
los linfocitos L3T4 deprimen la
poblacién de células Tayudadoras/
inductoras en los ratones®. Esto se
asocia con la supresiéon de
inmunidad humoral a los antigenos

T dependientes y lleva también a
alguna supresién de la inmunidad
celular. Estos hallazgos sugieren que
los anticuerpos monoclonales
dirigidos contra antigenos linfo-
citicos especificos pueden servir
como sondas para delinear o
determinar las poblaciones espe-
cificas delinfocitos que contribuyen
a la respuesta inmune.

Se han obtenido modelos expe-
rimentales de salpingitis por la ino-
culacién de serovariedades huma-
nasy murinas de C. trachomatis ala
via del tracto superior reproductivo
de ratones hembras?-%.

En estos modelos, después delos
episodios de infeccién aguda, en un
nimero significante de animales
hubo lesiones del oviducto que
resultaron en infertilidad unilateral
o bilateral; sin embargo, hay ain
muchas preguntas sin respuestas
conrespecto al papel delarespuesta
inmune del huésped en lo relacio-
nado con la infertilidad.

En un intento para ganar una
mejor comprensién de los cambios
inmunopatolégicos que conducen a
la infertilidad, se utiliz6 el modelo
murino de salpingitis que ha sido
desarrollado en el laboratorio de
clamidias para estudiar la patogé-
nesis, los parametros inmunolégicos
de la infeccién, las secuelas
inducidas por la enfermedad en
términos de subsecuente infertilidad
y por ultimo, la efectividad de
diversos esquemas de tratamiento
para minimizar las secuelas de la
infeccién aguda.

Varios experimentos han mostra-
do que la tetraciclina oral que se da
antes o en el momento de la
inoculacién puede prevenir la
inflamacién y la infertilidad. Sin
embargo, cuando la tetraciclina se
administra en el séptimo dia
después delainoculacién tiene poco
o ningun efecto en prevenir la
inflamacién o la infertilidad. La
infertilidad posterior ala salpingitis

infecciosa resulta del dafio causado
por la inflamacién del oviducto.
Debido a que el suministro de
tetraciclina en el momento de la
inoculacién previno la infertilidad*
y que el tratamiento a los siete dias
después de la inoculacién no mues-
tra ningdn efecto para reducirla® se
estudio el comportamiento de este
antibiético cuando se empezd en los
dias 2y 3 después de lainoculacién.
También se evalué la eficacia de tres
preparaciones antinflamatorias
(ibuprofén, prostaglandina E, e
hidrocortisona). Este estudio tam-
bién se hizo para evaluarlahipétesis
que las poblaciones de linfocitos T
ayudadores/inductores identifi-
cados por el anticuerpo monoclonal
L3T4 juegan un papel significante
en la respuesta inmune. Todo se
efectu6 en ratones inoculados por
via intrauterina con la biovariedad
MoPn de C. trachomatis.

MATERIALESY METODOS

Ratones. Hembras de ratén
blanco suizo (Balb/c) obtenidas de
Charles River Breeding Labora-
tories, Inc. (Wilmington, MA). Las
hembras tenian entre 4 y 6 semanas
de edad y los machos por lo menos
8 semanas y fertilidad comprobada.

Organismos. La biovariedad
MoPn de C. trachomatis se cultivé
en monocapa de células McCoy y se
congel6 en alicuotas a—70° C, segin
la técnica descrita por Swenson ef
al.?'; la concentracién bacteriana
almacenaday que luego se usé para
las inoculaciones fue mds o menos 2
x 10 UFI/ml (UFI = unidades
formadoras de inclusiones).

El plan experimental se llevé a
cabo en dos etapas. En la primera se
determind la respuesta inmune y la
resolucién de la infeccién en
diferentes tiempos de exposicién a
C. trachomatis.

En la segunda fase se estudio el
efecto del tratamiento con tetraci-
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clina iniciado en los dias 2 y 5
después de lainoculacién. También
se evalud la eficacia de tres antiin-
flamatorios (ibuprofén, prostaglan-
dina E, e hidrocortisona) para
prevenir dafio tubdrico y la
subsecuente infertilidad. En este
punto también se estudié el com-
portamiento de las poblaciones T
linfociticas L3T4 frente a la
salpingitis experimental causada
por C. trachomatis.

Para determinar el efecto de los
diferentes tiempos de exposicién,
se inocularon grupos de 10 ratones
hembras. Después de la anestesia
con metoxifluorano, se extrajo la
rama uterina izquierda, el oviducto
y el ovario a través de una incisién
realizada en el flanco. Aproximada-
mente 0.03 ml (6 x 10* UFI) de la
suspensiéon de C. trachomatis se
inyecté en el ovario izquierdo a
través del tejido graso y otros 0.03
ml de la suspensién bacteriana en la
rama uterina. Como control por cada
grupo de 10 animales se inocularon
dos con medio de cultivo estéril. La
incisién se cerré en el peritoneo con
hilo de sutura N° 4 y la piel con un
gancho metélico. El experimento se
hizo tres veces y los ratones se
sacrificaron al séptimo y al decimo-
cuarto dias después de la inocula-
cién para determinar los cambios
histopatolégicos y la respuesta
inmune en lo relacionado con la
produccién de IgM e IgG.

En la segunda etapa del estudio,
para establecer los efectos de la
tetraciclina y de las drogas antiin-
flamatorias vs. la fertilidad y la
respuesta inmune, después de
infectar a los ratones, se empezaron
a sacrificar de 1 a 3 de cada grupo
entre el séptimo y décimo dias
después de la inoculacién, para
confirmar por histopatologia la
inflamacién aguda y para reaislar
los microorganismos del oviductoy
del ttero con la finalidad de
observar el mecanismo de reso-
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lucién de las infecciones.

Fertilidad. Lashembras restantes
se aparearon (5 hembras por 1
macho) durante los dias 42 hasta el
50 después de la inoculacién. Hacia
el dia 54 los animales se sacrificaron
y se hizo un examen postmorten
con la finalidad de observar dafios
macroscopicos y microscépicos.

Serologia. Las muestras de suero
de los animales inoculados se
probaron paraIgG e IgM conla técni-
ca de microinmunofluorescencia
(micro-f) de Wang y Grayston?®,
mediante un antigeno de MoPn
crecido en saco vitelino de huevos
embrionados y un conjugado con
inmunoglobulinas antirratén mar-
cadas con fluoresceina (Cappel
Laboratories Inc. Cochranville, PA).

Histologia y microbiologia.Para
el examen microscépico de las
secciones de oviductoy rama uterina
seuséla coloracién de hematoxilina
eosina, previa fijacion de los tejidos
en una solucién de formol al 10%.
Un miembro del Departamento de
Patologfa, Universidad de Califor-
nia, USA, determind lainflamacién,
por medio de un modelo ciego, pues
revisé varios cortes (3 a 6) de cada
muestra, con aumentos microscopi-
cos bajo y alto. La inflamacién se
defini6 por la presencia de células
inflamatorias en las capas epiteliales
y subepiteliales del oviducto. El
grado de inflamacién severa se dio
al encontrar que las células inflama-
torias llenaban el lumen del
oviducto y que habia infiltrado en
las capas subepiteliales.

La inflamacién moderada se
determiné por la presencia de
células inflamatorias en el lumen
del oviducto pero sin llenarlo y
cuando porlomenos algunas células
inflamatorias infiltraban las capas
subepiteliales. La inflamacién mi-
nima se describié como la presencia
de células inflamatorias limitadas
al lumen del oviducto y a la capa
superficial del epitelio. Las muestras

de oviducto y rama uterina se
maceraron e inocularon en mono-
capa de células McCoy, segin la
técnica de Ripa y Mardh? con el
método de viales, pase ciego y
coloracién con yodo.

Agentes antimicrobianos. Los
animales del grupo de tratados con
tetraciclina se alimentaron con
clorhidrato de tetraciclina que se
impregné en el alimento (Labora-
torios Simonson, Gilroy, California).
Los andlisis previos indican que
este tipo de presentacién contiene
0.95 = 0.06 mg de tetraciclina por
gramo. El consumo promedio diario
de tetraciclina fue 7.8 mg por ratén.
Los ratones se trataron durante 14
dfas; un primer grupo empez6 en el
segundo dfaluego delainoculacién
y unsegundo grupo en el dia quinto.

Agentes antiinflamatorios. Alos
animales que se trataron con agentes
antiinflamatorios se les dio una de
las siguientes preparaciones:
ibuprofén obtenido como ibupro-
fenato sédico (Upjohn, Kalamazoo,
MI). La dosis se calcul6 con base en
la méaxima recomendada para seres
humanos en mg por kg de peso. La
solucién de trabajo se diluy6 en el
agua que bebian los ratones para
conseguir una concentracién final
de 1.2 mg/dl. Como resultado se
obtuvo un consumo promedio de
1.68 mg por ratén/dia (56 mg/kg/
dia). Las concentraciones mads altas
de ibuprofén condujeron a una
disminucién en el consumo y bajos
niveles en el suero. El nivel
promedio deibuprofénenel sueroa
las 48 horas fue 11.7 ng/ml y en el
diasexto fue3.4ng/ml. Elibuprofén
se administré desde el dia 2 hasta el
16 después de la inoculacién.

La 15(s)-15 metil prostanglan-
dina (PGE,) se obtuvo de la Com-
pafifa Upjohn en forma cristalina.
La solucién de trabajo de 1 mg/ml,
disuelta en etanol y PBS 1:10, se
prepardé antes de cada experimento.
Las dosis 6ptimas se escogieron con
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base enlos informes existentes sobre
supresién de inflamacién aguda y
crénica en ratas®?. Esta dosis sin
embargo, nola toleraron los ratones
suizos, lo que repercutié6 en una
alteracién en la ingestion de
alimento y agua. Para eliminar esta
reaccién, el antiinflamatorio se
administré por via subcutdnea, con
50 pg, dia de por medio, en ocho
inyecciones que empezaron el dia
dos después de la inoculacién. Esto
dio como resultado un aumento en
los hédbitos alimenticios, lo que
repercutié6 en el consumo de la
tetraciclina que impregnaba el
alimento.

La hidrocortisona se obtuvo
comercialmente de Merck Sharp &
Dohme, Westpoint, PA, en concen-
tracién de 50 mg. La dosis mads alta
tolerable se determiné al inocular
diariamente un ndmero determi-
nado de mg/kg de peso con base en
la dosis recomendada para seres
humanos. Esta dosis se redujo de
manera paulatina hasta observar
una ingestién normal de alimento y
agua. La dosis 6ptima fueron 5 mg
intraperitoneales, dia de por medio
en ocho inyecciones que comen-
zaron el dia dos después de la
inoculacién.

Anticuerpos monoclonales. Los
ratones del grupo L3T4 recibieron
tres inyecciones de anticuerpo
monoclonal anti L3T4, mediante el
siguiente esquema: 0.4 mg el dia
antes de la inoculacién y otros 0.2
mg los dfas séptimo y catorce
después de la inoculacién. De la
misma manera a los controles se les
dieron volimenes equivalentes de
solucién salina fisiol6gica normal.

Andlisis de linfocitos. Los
linfocitos de sangre periférica en tres
hembras de cada grupo se anali-
zaron los dias dos y veinte después
de la inoculacién por la técnica
fluorescente de células activadas
(fluorescence activated cell sorting,
FACS). Las células se tifieron

mediante la técnica del doble
anticuerpo con L3T4 (equivalente
en el ratén a los CD4 humanos),
Lyt2 (equivalente en el ratén al CD8
humano), o Thy 1,2 (una célula
antigénica T), como un primer
anticuerpo y una antiinmuno-
globulina de rata preparada en
cabra, que se marcé conisotiocianato
de fluoresceina como un segundo
anticuerpo®.

Andlisis estadistico. Las tasas de
embarazo y salpingitis entre los
grupos tratados se compararon por
la prueba de Chi cuadrado (x?) o la
prueba exacta de Fisher. Para el
promedio geométrico de los titulos
de anticuerpos la comparacién se
hizo con la prueba 't' de Student.

RESULTADOS

Las hembras infectadas mostra-
ron inflamacién aguda desde el dia
séptimo hasta el catorce después de
lainoculacién. Significantemente se
aislaron mds organismos del
oviducto hacia el séptimo dia (33,000
UFI) frente a 386 UFI obtenidas del
dtero. Luego, la proporcién de
animales positivos disminuy¢; hacia
el dia catorce después de la ino-
culacién sélo 50% de las hembras
estaban infectadas en el oviducto y
ningin microorganismo se recuperd
del dtero. En el dia catorce, casi todos
los animales mostraron uninfiltrado
mixto de reaccién inflamatoria
aguda y crénica, que cerraba por
completo el lumen del oviducto en
algunas secciones. Se observé
ademds exudado inflamatorio y
tejido necrético acumulado en el
espacio periovdrico entre el ostium
del oviducto y el ovario. Entre los
dias 25 y 30 después de la inocu-
lacién, lareaccion inflamatoria habia
disminuido y se observé hidrosal-
pinx aproximadamente en la mitad
de los animales. La inoculacién en
la rama uterina también produjo
hidrosdlpinx agudo, pero la

respuesta histopatolégica fue menor
que la observada cuando se inoculé
por via intrabursal. En el presente
estudio sélo se encontraron anti-
cuerpos en el dia catorce después de
la inoculacién. El titulo promedio
aritmético de los animales exami-
nados en el dia catorce fue 1:180
para IgM y 1:896 para IgG. La
btusqueda de anticuerpos en el
séptimo dia después de la inocu-
lacién fue negativa en todos los
animales.

Los controles no infectados (n =
12), no presentaron cambios infla-
matorios en los dias séptimo y
catorce después de la inoculacién.
Tampoco hubo evidencia de
anticuerpos contra C. trachomatis.

En la segunda etapa del estudio
se probdé la efectividad del
antibiético y de los agentes anti-
inflamatorios para impedir la
infertilidad; se usaron 143 ratones
divididos en cinco grupos:

Grupo 1. Ratones no infectados,
como control de fertilidad, n = 20.

Grupo 2. Ratones infectados, sin
tratamiento (grupo control de
infertilidad inducida), n = 50.

Grupo 3. Ratones infectados y
tratados con tetraciclina: dias2 a 16,
n =25;dias5a 19, n = 16.

Grupo 4. Infectados y tratados
s6lo conibuprofén; dfas2a16,n=9.

Grupo 5. Ratones infectados y
tratados con tetraciclina mads
ibuprofén; dias 2 a 16, n = 23.

Estos resultados se resumen en
el Cuadro 1.

Los animales del grupo control
no infectados (n = 20), no
demostraron cambios entre los dias
séptimo a décimo después de la
inoculacién. La tasa de embarazo
normal bilateral fue 75% y no hubo
evidencia serolégica de infeccién
por C. trachomatis.

En el grupo de los infectados no
tratados (n = 50), se observé
inflamacién aguda entre los dias
séptimo a décimo después de la
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Cuadro 1
Comparacion Entre los Cinco Grupos de Ratones del Grado de Inflamacion,
Presencia de Hidrosalpinx, Tasa de Embarazo Normal, Titulos de I1gG e IgM

Grupo Inflamacion aguda % hidrosalpinx # embarazos normales Serologia dias 50-58
Dias 7-10 Dias 5-54 bilaterales IgM * lgG*

No infectados Ninguna 0 15(75)+2 0 0

(n =20)

Infectados no Severa 26 (52)° 3 (6)*4 2.0 144856

tratados (n = 25)

Tetraciclina dias

2-16 (n = 25) Minima 0 19 (76) 0 430°

Tetraciclina dias

5-19 (n = 16) Moderada 0 8 (50)%* 0 7768

Ibuprofén solo

dias 2-16 (n=9) Severa 2 (22)? 1(11) 2.7 1248

Tetraciclina e

ibuprofén dias

2-16 (n = 23) Ninguna 0 20 (87) 15 223

* Serologia informada como promedio geométrico de los titulos de anticuerpos.

1p<0.001 2p<0.01 *p=0.1

inoculacién, lo mismo que una
marcada reduccién en la tasa de
embarazo bilateral normal que llegé
a 6% (p < 0.001). Casi todos estos
animales tenfan embarazos uni-
laterales localizados en la rama
uterina no infectada. El promedio
geométrico de los titulos de
anticuerposenlosexaminados entre
los dias séptimo a décimo fue 1:101
para IgM y 1:4,096 para IgG. Estos
promedios hacia los dias 50 y 54 en
los 50 ratones sacrificados para
medir la fertilidad fueron 1:2 para
IgM y 1:1,448 para IgG.

Los animales tratados sélo con
tetraciclina entre los dias 2 a 16
después de la inoculacién (n = 25),
no difirieron significativamente de
los controles no infectados con
respecto a la fertilidad o a la
presencia de hidrosdlpinx. Hubo
signos inflamatorios minimos hacia
el dia séptimo después de la ino-
culacién, observados en secciones
histolégicas como manchones de
polimorfonucleares neutréfilos en
el lumen del oviducto.

El grupo que recibi6 tetraciclina
desdelosdias5al 19 (n=16), mostré
un moderado grado de inflamacién
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4p <0.01
Andlisis estadistico x? para embarazadas y salpingitis (Fisher)

5p<0.01 ©p<0.01

X Acs por “t”

con algunas dreas infiltradas por
células plasmaéticas en el epitelio de
la tuba uterina. Se observaron
ademds, polimorfonucleares neu-
tréfilos a través del lumen del
oviducto. La tasa de embarazo
bilateral fue significativamente més
baja que en el grupo control de
animales no infectados (p < 0.01) y
significativamente mayor que en el
grupo de infectados no tratados (p
< 0.01). El promedio geométrico de
titulos para IgG en los dias 50 a 54
después de la inoculacién, fue
significativamente menor en ambos
grupos tratados con tetraciclina,
frente a los infectados que no se
trataron (p < 0.05).

El grupo que recibi6 tetraciclina
combinada conibuprofénenlos dias
2 hasta el 16 después de la ino-
culacién (n = 23), no tuvo signos de
inflamacién en el dia séptimo.
Ademads, este grupono fue significa-
tivamente distinto de los controles
no infectados o tratados con
tetraciclina solaenlos dias2 a 16 en
relacién con la fertilidad y la
presencia de hidrosdlpinx. Este
grupo sin embargo, tuvo un
promedio mdsbajo de titulos deIgG,

que fue de manera significativa mds
diferente que en el grupo control de
infectados sin tratamiento (p <0.01).

Por dltimo, el ibuprofén solo (n=
9) en los dias 2 a 16 después de la
inoculacién, no difirié significativa-
mente en ningdn aspecto de lo
observado enlashembrasinfectadas
y sindrogas, aunque hubo unaligera
reducciéon en la presencia de
hidrosélpinx (52% a 22%; p = 0.1).

Los efectos de PGE, y de
hidrocortisona para reducir la
inflamacién y en la infertilidad
subsecuente, se resumen en el
Cuadro 2.

No hubo diferencia significativa
en la inflamacién que se observé
hacia los dias 7 a 10 después de la
inoculacién o enlatasa de embarazo
bilateral. La tasa de presencia de
hidrosélpinx fue menor en el grupo
tratado con PGE,, pero no alcanzé
significancia estadistica (p = 0.06).
El promedio geométrico de titulos
de IgG fue menor en ambos grupos,
los tratados con PGE, y con
hidrocortisona al compararlos con
los controles no tratados, pero estas
diferencias tampoco alcanzaron
significancia estadistica.

En las hembras que recibieron
anti L3T4 se observd, hacia el dia
segundo después de la inoculacién,
un agotamiento total dela poblacién
linfocitaria L3T4 que persistié por
lo menos hasta el dia 20. El
agotamiento de L3T4 no alter6
significativamente los porcentajes
de células expresadas por Thy 1,2
(célulasde antigeno T) o LyT2 (célula
de antigeno T supresor/ citotéxico,
equivalente a los CD8 en seres
humanos).

Los animales tratados con
anticuerpo monoclonal L3T4 antes
de la infeccién se compararon con
los infectados sin tratamiento.

El grupo control incluyé
controles de fertilidad (ratones sin
cirugia), controles de infeccién
(inoculados con medio de cultivo) y
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Cuadro 2
Comparacioén del Grupo de Inflamacion, Presencia de Hidrosalpinx, Tasa de
Embarazo Normal, y la Respuesta Anticuerpos IgG e IgM de las Hembras
Tratadas con Hidrocortisona y sus Controles

Grupo Inflamacion aguda % hidrosalpinx # embarazos Serologia dias 50-58
Dias 7-10 Dias 5-54 normales bilaterales IgM* 1gG*

Sin infeccién

(n=10) Ninguna 0 7 (70) 0 0

Infectados sin

drogas (n = 26) Severa 19 (73)* 0 5.3 2165

Infectados tratados

con PGE, (n=25) Severa 12 (48)* 1(4) 13 1253

Infectados tratados

con hidrocortisona

(n=27) Severa 17 (63) 2(7) 1.6 1351

* Serologia informada como promedio geométrico de los titulos de anticuerpos.t p = 0.06
Andlisis estadistico x* para embarazadas y salpingitis (Fisher) X, Acs por “t"

Cuadro 3
Efecto del Tratamiento del L3T4

Grupo Inflamaciéon  Aislamiento de  # hembras con # hembras con 19G

Inoculacion Tto aguda dia 7 Chlamydia hidrosalpinx embarazo normal dia 54
UFI/oviducto dia 7 _dia 54 grupo % bilateral en grupo %/#

Ninguno Ninguno No Ninguno 0/15 11/15*  (73) 0
Medio de  Ninguno No Ninguno 0/10 9/10  (90) 0
cultivo
Medio de  L3T4 No Ninguno 0/6 4/6*  (67) 0
cultivo
MoPn Ninguno Si 8078° 8/16 (50)* 2/16t (13) 776
MoPn L3T4 Si 13848° 27/31 (87)* 2/31° (6) 2030
1 p <0.0001 2p <0.005 3p<0.05 p <0.01
Andlisis estadistico x? para embarazadas y salpingitis (Fisher) X Acs por “t".

controles de L3T4 (tratados con anti
L3T4, pero solamente inoculados
con medio). Un resumen de los
resultados aparece en el Cuadro 3.

Lainflamacién agudaalos 7 dias
después de la infeccién fue
indistinguible en los grupos de
hembras infectadas en lo que
respecta al tratamiento con L3T4.
Significativamente mds organismos
se recuperaron del oviducto en el
dia 7 (p < 0.05), en el grupo de las
querecibieron anti-L3T4 frente a las
no tratadas (promedio de 13,848 UFI
vs. 8,078 UFI). Después del aparea-
miento (dia 50), cuando se calcu-
laron los resultados de la fertilidad,
no se pudo aislar ningtin micro-
organismo de los oviductos. El

examen histolégico delos oviductos
revel6 una morfologia normal con
una completa resolucién de la
inflamacién aguda, lo que se
demostré por las observaciones al
microscopio de luz, excepto por la
distensién del lumen tubdrico y el
aplanamiento del epitelio tubdrico
en las hembras en las que habia
hidrosélpinx.

No hubo diferencia significativa
en la tasa de embarazo normal
bilateral en ninguna de las hembras
del grupo control (sininfeccién) que
se siguieron al apareamiento hacia
los dias 41 hasta 50 después de la
inoculacién. La tasa de embarazo
normal bilateral en las infectadas
sin tratamiento fue 13% (2/16),

significativamente mds baja que en
el grupo de control de infeccién (p <
0.0001). La tasa de formacién de
hidrosélpinx hacia el dia 54 fue 50%
(8/16), y el promedio geométrico de
los titulos de IgG fue 776. La tasa de
embarazo normal bilateral en las
hembras infectadas pretratadas con
L3T4 fue 6% (2/31). Esto fue muy
diferente de la tasa en hembras no
infectadas que recibieron L3T4 (p <
0.005). Los animales infectados y
tratados con L3T4 tuvieron una tasa
normal de embarazo més baja que la
de los controles infectados no
tratados (6% vs. 13%). La diferencia
no alcanzé significancia estadistica.

Sinembargo, la tasa de formacién
de hidrosélpinx (87%) en el grupo
de hembras infectadas y tratadas
con L3T4, fue significativamente
mayor que en las del grupo de
infectadas sin tratamiento (50%, p <
0.01). Luego se encontré que el
promedio geométrico de los titulos
de IgG anticlamidial en el dia 54
después de la inoculacién, fue
significativamente mds alto en el
grupo infectado y pretratado con
L3T4 que en el grupo de hembras
infectadasno tratadas (2,030 vs. 776).

DISCUSION

Se han obtenido modelos
experimentales de salpingitis al
inocular la serovariedad MoPn de
C. trachomatis directamente en el
tracto superior reproductivo de
ratones hembras. Se inocularon 30
ul (6 x 10*) UFI de C. trachomatis
MoPn en la rama uterina izquierda
de las hembras y otros 30 pl (6 x 10¢)
en la bursa del ovario izquierdo. Se
escogio esta concentracién debido a
que en los ultimos trabajos en el
laboratorio de Chlamydia se ha visto
que es un buen inéculo que permite
reproducirlaenfermedad. Ademads,
hay estudios® conducentes a
establecer lainfertilidad en hembras
inoculadas con concentraciones en
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serie de MoPn de C. trachomatis
que oscilaban entre 10'y 107 UFI/
ratén. Se usé la cepa Balb/c de
ratones hembras con seis a siete
semanas de edad;labursadel ovario
izquierdo fue la via de inoculacién.
Después de varias semanas de
experimentos, mientras se realiza-
ban estudios de proteccién, se
encontré que 10°UFI de MoPnerala
mejor concentraciéon para infectar
estas hembras.

Enel presente estudio unnimero
significativamente mayor de orga-
nismos se aislaron del oviducto en
el dia siete después de la infeccidn,
si se compara con lo obtenido de la
rama uterina (33,000 UFI vs. 386
UFI). En otra parte de este estudio
también se aislé del oviducto un
nimero mds bajo (8,078 UFI), pero
siempre mds alto que el nimero de
microorganismos obtenidos de la
rama uterina.

En este y en otros estudios se ha
encontrado que el nimero de
animales positivos declina paulati-
namente a través del tiempo, al
punto que haciael dia 14 después de
la inoculacién, sélo 50% de los
animales estaban infectados en el
oviducto, mientras que no fue
posible recuperar ningtn micro-
organismo de la rama uterina. Pal et
al #%2, en sus estudios utilizaron la
muestra vaginal tomada con
escobillén para el aislamiento de C.
trachomatis. y obtuvieron cultivos
positivos en los dfas 3 y 7 después
de la inoculacién con un pico
méximo entre los dfas 10 y 16; los
ratones cesaron de excretar
microorganismos entre los dfas 20y
28 después de la inoculacién. En
otro estudio® se aisl6 C. trachomatis
de la vagina de todos los animales
infectados en el quinto dia después
de la inoculacién. Luego, el
porcentaje de hembras positivas
decliné, pero se obtuvieron algunos
cultivos positivos hacia la cuarta
semana después de la inoculacién.
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Estos hallazgos pueden ser la
consecuencia de haberinoculado en
el canal vaginal los microorga-
nismos en concentraciones de 9 x
10° UFI de C. trachomatis, 9 veces
por encima de las cantidades que se
usaron en otros experimentos.

La extensién del dafio de la
arquitectura del oviducto después
de la salpingitis clamidial es dificil
de explicar solamente conbase enla
citotoxicidad para la célula y la
multiplicacién de los microorga-
nismos. En las hembras infectadas
el examen microscépico entre 3y 7
dias después de la inoculacién,
mostré un significante infiltrado
inflamatorio agudo que ocupaba
todas las capas del oviducto y la
rama uterina. En otro estudio?®, los
autores encontraron dreas con un
notorio infiltrado inflamatorio
agudo con necrosis y formacién de
abscesos hacia el dia 11 después de
la inoculacién. Estos resultados son
semejantes a los obtenidos en el
presente trabajo.

Hacia el dia 14 casi todas las
hembras mostraban un infiltrado
mixto agudo y crénico que ocluyé
por completo el lumen del oviducto
en algunas secciones. Estos hallaz-
gos confirman otro estudio® donde
se observé que entre los dias 9y 16
habia infiltrado inflamatorio agudo
consistente sobre todo de polimor-
fonucleares. Se pudo apreciar que
estas células saturaban la pared del
dtero en todas las hembras. Los
mismos autores® también encon-
traron todas las capas del oviducto,
incluida la superficie serosa, infil-
tradas por una fuerte reaccién
inflamatoria aguda. En el presente
trabajo se vieron exudados inflama-
torios y detritus necréticos acu-
mulados en el espacio periovérico
entre el ostium del oviducto y el
ovario.

Hacia los dias 25 y 30 después de
la infeccién, las reacciones
inflamatorias habfan disminuido y

la presencia de hidrosélpinx se noté
en casi la mitad de los animales. Sin
embargo, en un estudio® donde se
compararon tres cepas de ratones,
se observé que no hubo hidrosélpinx
en cuatro Balb/c que se sacrificaron
en los dias 37 a 49 después de la
inoculacién, lo que hace pensar que
esta cepa murina puede ofrecer
cierto grado de resistencia a la
infeccién. En ese estudio el examen
histolégico de las hembras con
hidrosélpinx mostré una marcada
dilatacién del lumen del oviducto
con aplanamiento de la fimbria y
atrofia de la capa mucosa®.

Se sabe que después de 80 dias®
la reaccién inflamatoria aguda se
reemplaza de modo progresivo por
un infiltrado inflamatorio crénico,
que consiste principalmente de
linfocitos y células plasmaéticas. Los
ratones controles no mostraron
ninguna evidencia macroscépica ni
microscépica de anormalidades a
través de todo el experimento.

En el presente estudio, el pro-
medio de los titulos de IgM, 1:180, y
de IgG, 1:896 aparecié en el dia 14
después de la inoculacién. En el dia
14 algunos animales mostraban
titulos de 1:256 paralgM y de 1:1,024
para IgG, pero no se descubrieron
anticuerposenel dia7 después dela
inoculacién. Pero, Pal et al.® encon-
traron anticuerpos tipo IgM con
titulo de 1:320 en el quinto dia
después de la inoculacién, mas sus
hallazgos estdn de acuerdo con los
del presente trabajo en el sentido
que sélo encontraron IgG en un
titulo bajo de 1:80 en la segunda
semana después de la inoculacién.
En el presente estudio los titulos
mds altos alos 14 dias fueron 1:1,024
paralgG y 1:256 para IgM, debido a
que en el procedimiento para de-
mostrar este ultimo tipo de anti-
cuerpo sélo se hacen 6 diluciones?.
Por otro lado en este laboratorio
s6lo se inyectaron 6 x 10* UFI de
MoPn, mientras que Pal et al.*usaban
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concentraciones mayores.

Se han establecido varios mode-
los animales®333 en el intento de
obtener una mejor comprensién de
los mecanismos en la patogénesis
delainfeccién por Chlamydia, cuyo
objetivo alargo plazoesel desarrollo
de estrategias terapéuticas y
preventivas. Barron et al.3>3
inocularon primero MoPn de C.
trachomatis en la vagina de ratones
Swiss-Webster y describieron cémo
progresaba una infeccién que duré
tres semanas y generé una fuerte
respuesta inmune de tipo humoral
y también mediada por células.
Ramsey et al.¥3% hicieron tipos
similares de experimentos al infectar
hembras de ratones Balb/c
intravaginalmente con MoPn de C.
trachomatis. Ito et al.** inocularon
hembras Cf-1, también intravagi-
nalmente con C. trachomatis
serovariedad h y mostraron que
cuando la infeccién tenia lugar
durante el estro, aproximadamente
50% de los animales desarrollaban
una infeccion del cérvix, mientras
que la tasa de infeccién cayé signi-
ficativamente cuando las inocu-
laciones se hacian en otros estadios
del ciclo de fertilidad. Como no se
determinaron andlisis de la
histopatologia del tracto genital
superior en estos tres modelos de
trabajos, ni tampoco se presentaron
datos del estado de la fertilidad de
los animales después delainfeccién,
estos estudios sélo se pueden
considerar como modelos de
cervicitis®.

Swenson y Schachter? y Swenson
et al.?', infectaron ratones blancos
Swiss-Webster con MoPn de C.
trachomatis directamente en el
tracto genital superior y mostraron
que estos animales desarrollaban
salpingitis e infertilidad unilateral
o bilateral en un ndmero signifi-
cativo de casos. Tuffrey et al. 2404
también demostraron que la infer-
tilidad se podia producir en todo

tipo de cepas de ratones con un
pretratamiento con progesterona,
seguido de una infeccién con
serovariedades humanas de C.
trachomatis, directamente en el
tracto genital superior. Estos dos
modelos han sido extremadamente
valiosos para caracterizar algunos
de los mecanismos patogénicos
comprometidos en la infertilidad
clamidial. En este trabajo se utiliz6
el mismo modelo animal??) sin
embargo, algunos investigadores™
dicen que la inoculacién en la bursa
del ovario o en la rama uterina no
tiene paralelo con la infeccién
natural humana ascendente debido
a que el indculo se aplica de modo
directo en el tracto genital superior.
Ademds, este procedimiento
requiere cirugia abdominal que
puede resultar en una alteracién de
los mecanismos de defensa del
huésped y en un dafio tubdrico.
Entonces, aconsejan la inoculacién
intravaginal de ratones con MoPn
de C. trachomatis. Prefieren este
modelo debido a que se parece méds
a la ruta natural ascendente de la
infeccién y no necesita cirugfa ni
pretratamiento con hormonas.

En la segunda etapa de este
estudio se pudo comparar el efecto
del antibiético y los agentes
antiinflamatorios, vs. lainflamacién,
salpingitis einfertilidad. Se sabe que
el manejo con tetraciclina en el
momento de la infeccién previene
la inflamacién aguda y la subse-
cuente infertilidad®. Sin embargo,
el tratamiento que empezé hacia el
dia 7 después de la infeccién,
exactamente en el pico de la
inflamacién aguda, resulté en una
subsecuente infertilidad equivalente
a no haber hecho ningun trata-
miento. En este estudio hubo 52%
de hidrosdlpinx entre los dias 50 y
54 después de la inoculacién y 6%
de embarazos normales bilaterales
en el grupo de hembras infectadas
que no se trataron.

Pal et al® encontraron 10% de
embarazos normales bilaterales,
también en el grupo de hembras
infectadassin tratar. Enlos controles
del presente estudio hubo 75% de
embarazos bilaterales, mientras que
en el grupo control de Pal et al 8, los
embarazos normales bilaterales
llegaron hasta 80%.

Pal et al.® inocularon varias
concentraciones bacterianas y
encontraron 11% de embarazos
normales bilaterales con una
concentracion de 107 UFI de MoPn;
por esta razén, decidieron que el
mejor indculo era de 10° UFL En el
presente estudio se usé una
concentracién de 6 x 10*UFI de MoPn
para infectar los animales. Segun
DelaMaza et al.’'lashembras Balb/
capareadas alas 6 semanas después
delainoculaciéon con MoPn tuvieron
una disminucién significativa en la
tasa de fertilidad de 40% si se
compara con el grupo control cuya
tasa de fertilidad lleg6 a 100%.

Pal et al.??> en otro estudio en dos
experimentos separados, con un
total de 14 hembras en el grupo
experimental y 11 en el grupo
control, que se aparearon 7 semanas
después de la infeccién inicial,
encontraron que en el grupo
experimental 10 de 14 (71.4%),
tuvieron infertilidad unilateral o
bilateral, mientras que en el grupo
control s6lo 3 de 11 (27.4%) fueron
infértiles (p < 0.05).

Aunque hay diferentes hallaz-
gos, se sabe que la infecciéon natural
y experimental puede ser auto-
limitada y que bajo ciertas circuns-
tancias la enfermedad conduce a
secuelas crénicas, por ejemplo
infertilidad.

En este estudio se definié adicio-
nalmentela ventana de oportunidad
como el tratamiento con tetraciclina
que puede prevenir la infertilidad,
después la salpingitis. Si el
tratamiento comenzd en el dia dos
después de la inoculacién, se
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previnieron la mayoria de la
inflamacién y la subsecuente
infertilidad. Cuando el tratamiento
seinici6 en el quinto dia después de
lainoculacién no se obtuvo una total
prevencién y aunque hubo
inflamacion, ésta fue menos severa,
los titulos de anticuerpos subieron
pero ligeramente, no hubo
hidrosélpinx y se redujo la tasa de
infertilidad. Se hizo otro estudio®?
con azitromicin para prevenir la
salpingitis clamidial en hembras
inoculadas en la bursa del ovario
con la serovariedad humana E de C.
trachomatis y tratadas variada-
mente desde una semana antes dela
inoculacién hasta una semana
después, con una dosis tnica oral
del antibiético. En la autopsia se
observo, que todos los 27 controles
quenorecibieron azitromicin tenfan
evidencia histoldgica de salpingitis.
La salpingitis se previno en todas
las 38 hembras alas que se les dieron
dosis iguales o mayores de 60 mg/
kg de azitromicin el mismo dia que
en se hizo la inoculacién con
Chlamydia. La inflamacién se vio
s6loen 35% delos animales tratados
con60a80mg/kgdeladrogadesde
el segundo dia hasta el dia 10
después de la inoculacién y fue
menos severa que en las hembras no
tratadas. Si esta dosis se daba mads
tarde no era efectiva para prevenir
la enfermedad. Dosis de 200 a 240
mgyde100a180 mg/kgunasemana
antes de la inoculacién redujeron la
cifra de hembras con salpingitis a
33% y 77%, respectivamente,
mientras que con dosis de 60 a 80
mg no ocurrié ninguna reduccién,
aunque las lesiones fueron menos
graves. La Chlamydia no se
recuperd de ninguna parte del tracto
genital cuando se dieron dosis
mayores o iguales a 60 mg/kg de
droga el dia de la inoculacién y se
demostré raramente cuando la
droga se dio una semana antes 6 12
dias después de la inoculacién.
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Rumpianesi et al.* también encon-
traron que el azitromicin inhibi6 40
cepas de C. trachomatis a concen-
traciones iguales o mds bajas de 0.5
pg/ml. En este mismo trabajo, la
eritromicina y el noxitromicin
presentaron actividades compara-
bles, mientras que la minociclina
fue ligeramente mds activa que los
macrélidos contra C. trachomatis
(MIC < a 0.025 mcg/ml).

Kimura et al.**, probaron la
actividad in vitro de tres drogas
recientes del grupo de las quino-
lonas: esparfloxacina, tosufloxacina,
POC-17116. Estos tres agentes
mostraron potente actividad in vitro
contra C. psittaci, C. trachomatis y
C. pneumoniae, presentando MICs
que oscilaron entre 0.031 pg/ml
hasta 0.125 pg/ml. Estos valores
fueron mds altos que los obtenidos
para minociclina (0.0075 pg/ml a
0.015 pg/ml), pero més bajos que
los encontrados para eritromicina
(0.25 pg/ml a 0.5 pg/ml) y
ofloxacina y ciprofloxacina (0.5 ug/
ml a 1.0 pg/ml). Los ratones se
inocularon con 10°UFI de C. psittaci
por instilacién nasal.

Todos los animales de un grupo
control no tratado murieron en 7
dias. La tasa desupervivencia delos
que se trataron con 40 mg de
esparfloxacina, OPC-17116 vy
tosufloxacina por kg de peso
corporal cada 12 horas durante 7
dias fue 73%, 73% y 60% respec-
tivamente, 7 dias después de la
inoculacién. En ese estudio se
concluyé que las tres nuevas
quinolonas podrian ser ttiles en el
manejo de las infecciones respi-
ratorias causadas por Chlamydia.

Por otro lado, Ridgway?®,
comenta que la quimioterapia para
lainfeccién no gonocdcica del tracto
genital es complicada y que el
principal germen que se encuentra
es indudablemente C. trachomatis.
En contraste con Neisseria
gonorrhoeae, esta bacteria no es

susceptible a una simple dosis de
quinolona. Mientras que la tasa de
curaciéon para la infeccién gono-
cécica se espera que sea de 95%
después de una dosis tnica de
antibidtico, clinicamente sdélo se
encuentran tasas de curacién de 80%
después de la terapia para infeccién
gonocdcicaa pesar delaerradicacion
de C. trachomatis cuando se ha
descubierto. Los compuestos de
desarrollo mds reciente son muy
activos in vitro, pero todavia no se
haninformado ensayos clinicos. Las
quinolonas recientes tienen MICs
que oscilanentre 0.031 pg/mla0.125
pug/ml. Varios ejemplos son:
clinafloxacina, esparfloxacina,
tosufloxacina, OPC-17116, diflo-
xacina y temafloxacina.

Debido a que las secuelas de las
salpingitis, como la infertilidad, se
pueden reducir de modo consi-
derable con el tratamiento tem-
prano, es importante identificar y
tratar a la mujer con salpingitis
clamidial lo mds pronto posible,
pues se aumenta significativamente
su pronéstico de fertilidad. Sin
embargo, no es claro todavia qué
tan temprano se debe hacer el
tratamiento, porque en las hembras
de ratones se ha encontrado hacia
los dos dfas después de la inocu-
lacién; este concepto no necesa-
riamente se puede aplicar a la
condicién humana. Es claro que la
ventana de oportunidad para el
tratamiento exitoso, que incluye
prevenirlainfertilidad, esun tiempo
muy corto. De hecho se puede
pensar que es imposible identificar
y tratar a la mayoria de las mujeres
suficientemente temprano como
para ejercer un grado aceptable de
éxito en prevenir las secuelas que
aparecen a largo plazo por la
salpingitis clamidial.

Se sabe que la respuesta
inflamatoria mediada por varias
citocinasy otros productos celulares
contribuye significativamente al
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dafio dela arquitecturadel oviducto
lo que ocurre cuando la mujer ha
estado expuesta a la Chlamydia en
varias infecciones asintomaticas; por
esta razoén, en el presente estudio
también se trat6 de reducir el dafio
del oviductoy modificarlarespuesta
inflamatoria. Se empezaron los
tratamientos con una variedad de
antiinflamatorios con la esperanza
de impedir algunos de los dafios
mediados por la respuesta infla-
matoria.

Se utilizé ibuprofén, un anti-
inflamatorio no esteroideo amplia-
mente conocido. Se hizo el trata-
miento con este agente combinado
con tetraciclina y también solo, y se
encontré que no tuvo ningtin efecto
para resolver la infeccién mds alld
del que se obtuvo con tetraciclina
sola.

Se ha informado la prostaglan-
dina E, como un agente que inhibe
en forma dramadtica la respuesta
inflamatoria, lo mismo que la
hidrocortisona, un esteroideo bien
conocido, y que se usa para suprimir
la respuesta inmune. Estos agentes
en dosis 6ptimas fallaron para
modificar el grado de inflamacién o
la subsecuente infertilidad después
de la salpingitis clamidial. Hubo
alguna reduccién en la formacién
de hidrosélpinx y en la respuesta de
inmunoglobulinas, pero las dife-
rencias no alcanzaron significancia
estadistica (p = 0.06). Mientras que
no se tenga certeza de la utilidad de
estas drogas, se deben tener en
cuenta para una consideracién
posterior; sin embargo, hay alguna
evidencia experimental que si
menciona éxito con este trata-
miento*.

Hay un estudio* donde se
inform¢é la inhibicién del creci-
miento de C. trachomatis, por la
vitamina C, en concentraciones de
120 mg/dl y 1,200 mg/dl; este
ensayo se hizo in vitro y se observé
ademds que el crecimiento

aumentaba a concentraciones de0.2,
0.6 y 1.2 mg/dl, valores que
coinciden con las concentraciones
in vivo y que se catalogaron como
deficientes, normales y aumentadas
en el suero, respectivamente.
También se observé que el efecto
inhibitorio de la eritromicina contra
C. trachomatis se reducfa en
presencia de vitamina C en las tres
concentraciones probadas. Los
resultados muestran que la vitamina
Cpodriaser unimportante nutriente
para C. trachomatis y que su
incorporacién en los medios de
cultivo podria aumentar el
aislamiento y la propagacién de C.
trachomatis en cultivos celulares y
que una concentracién mayor de
vitamina C podria tener un efecto
benéfico como ayudante en la
terapia con eritromicina.

El siguiente objetivo con este
modelo fue recapitular con éxito la
respuesta inflamatoria y la sub-
secuente infertilidad en salpingitis
clamidial humana. Se usé este
sistema para definir luego las
subpoblaciones de linfocitos
comprometidas en la respuesta
inmune de la salpingitis clamidial
murina, debido a que en algunos
estudios®* se ha visto que contra
esta infeccién hay una gran
respuesta humoral, pero que la
respuesta inmune mediada por
células también juega un papel
importante en la resolucién de la
infeccién genital por Chlamydia y
ademds que esta resolucién puede
ocurrir independientemente de la
respuesta de anticuerpos*. También
se sabe que enlos ratones infectados
es posible encontrar una respuesta
inmune compleja. Pal et al.?
caracterizaron la respuesta inmune
después de haber originado una
infeccién intrauterina con MoPn de
C. trachomatis y encontraron
bandas inmunodominantes por
medio de andlisis de Western blot
en el suero. Estas bandas

corresponden a pesos moleculares
de 72, 60, 42 y 28 kda y al lipo-
polisacdrido (LPS). Se encontraron
ademds anticuerpos contra la
proteina de choque térmico (HSP)
de60kday contrala proteinaricaen
cisteina de 60 kda a los 2 dfas y a las
3 semanas respectivamente, después
de lainoculacién. Satoh et al.?, en el
modelo animal, hicieron investi-
gaciones conducentes a estudiar la
respuesta inmune en el sitio de la
infeccién con el método de tincién
ABC y anticuerpos monoclonales
dirigidos contra cada una de las
células inmunocompetentes. Los
niveles de IgA e IgG también se
midieron. Estos fueron sus
hallazgos:

1. En relacién con la respuesta
inmune en el sitio de la infeccién,
hubo un infiltrado mayor de células
T que de células B. La determinacién
de las subpoblaciones de células T
revel6 que las células CD8+ sobre-
pasaronalas CD4+. Adicionalmente
se observé que entre las células B
hubounmoderadoinfiltrado de IgA
en ellas, mientras que la infiltracién
porIgMelgGenlas células positivas
B fue mds leve.

2.Los anticuerpos tipoIgA e IgG
se demostraron hacia el dia 7
después de la infeccién. La corres-
pondencia de estos anticuerpos
elementales de C. trachomatis se
investigé por andlisis de Western
blot. Una banda reaccioné con
MOMP (39.5kda), mientras que una
segunda banda reaccioné con la
proteina 60 kda.

Los estudios inmunolégicos han
mejorado por los nuevos reactivos
disponibles, como anticuerpos
monoclonales contra las diferentes
especies especificas de células
inmunocompetentes. Los anti-
cuerpos monoclonales antilin-
fociticos han llegado a ser una
herramienta invaluable para la
investigacion.

En el presente estudio uno de
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tales anticuerpos se usé para
deprimir selectivamente la sub-
poblacién linfocitica ayudadora
(L3T4), antes de la infeccién con C.
trachomatis. Esto result6 en varias
alteraciones en el curso de la
salpingitis inducida experimental-
mente. Mientras que la respuesta
inflamatoria aguda parecié seme-
jante, las hembras con agotamiento
de células L3T4+ tuvieron titulos
altos de IgG anticlamidial a mads
largo plazoy significativamente mds
presencia de hidrosédlpinx. Los
titulos altos de IgG implican una
mayor exposiciéon al antigeno
clamidial, tal vez debido a una
aclaracién mds lenta de la infeccién
0 a un aumento en la proliferacién
de los organismos. De hecho, el
nimero promedio de organismos
aislados fue significativamente mas
alto en el grupo de las hembras que
se trataron para L3T4. El ntiimero
mayor de organismos aislados se
puede relacionar con la ausencia de
linfocitos L3T4, que deben contri-
buir a la respuesta inmune y a
resolver la infeccién. Es claro que la
subpoblacién delinfocitos participa
de modo directo para resolver la
infeccién genital por C. tracho-
matis* y que esta resolucién ocurre
independientemente delarespuesta
de anticuerpos. Esto se demostré al
tomar linfocitos T esplénicos de
ratones que se habian inmunizado
antes con MoPn y que se trataron
con anticuerpos especificos y
complemento para deprimir CD4+
o CD8+. Se encontré que la linea
CD4, se deprimi6 en forma total con
el tratamiento mientras que CDS8
conservé una parte de su poder.

SUMMARY

Females white mice between 4
and 6 weeks old were inoculated
with Chlamydia trachomatis mouse
pneumonitis (MoPn) serovar to
cause in them an experimental
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salpingitis; 30 pl containing 6 x 10*
IFU (inclusions former units) were
directly injected into the left side of
the uterus. The same amount was
also injected through the fat tissue
into the ovary of the same side. Mice
groups were killed between 7 and
14 days after the inoculation to look
forinflammation, hydrosalpinx, IgG
and IgM in them. Another female
group infected was paired to see the
normal bilateral infertility caused
by the infection. A mice third group
was treated with tetracycline,
ibuprofen and prostaglandine E,.
This treatment was successful when
itwas started at the second day after
the inoculation. It avoided the
inflammation, the hydrosalpinx and
the infertility. When antiinfla-
mmatory agents were used alone,
didn't have any effect. A fourth
group was treated with monoclonal
antibodies sent to the L,T, linfocitic
populations (CD, in humans). This
amount was minimal at the second
day after the inoculation and this
depletion remained until the 20 day
and this depletion didn't after the
amount of T cells Thy,, or Lyt,
(cytotoxic/suppressor cells, CD,). It
is proposed, the frecuent infection
lead to arise a harmful immune
response and the tissue may result
damaged and this situation to lead
to the infertility.
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