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Simposio

EL APORTE DE LOS MODELOS ANIMALES
A LOS ESTUDIOS PRECLINICOS

DE VACUNAS Y AGENTES TERAPEUTICOS
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Modelos animales para el estudio de enfermedades zoonéticas virales

Jorge E. Osorio

University of Wisconsin, Madison, WI, USA

Las zoonosis son enfermedades transmisibles de
vertebrados al humano para las cuales mamiferos,
aves, reptiles y, probablemente, anfibios actdan
como reservorios o huéspedes amplificadores.
Las zoonosis virales tienen un alto impacto a
nivel mundial y pueden subdividirse en zoonosis
virales antiguas (rabia, poxvirus) y en recientes
emergentes y reemergentes (hantavirus, SARS,
chikungunya, influenza H1N1).

Enfermedades virales zoonéticas ocurren en todos
los continentes excepto, tal vez, en La Antartica.
Algunas se encuentran alrededor del mundo en
una gran variedad de condiciones ecologicas,
otras, en focos geograficos y ecoldgicos bastante
limitados. Aunque cientos de virus son zoonéticos,
la importancia de muchos de ellos aun no se ha
establecido.

Los modelos animales son necesarios para el
estudio de las enfermedades zoondticas virales;
también, para el estudio de enfermedades virales
que afectan al humano. Estos modelos animales
permiten el estudio de la patogénesis y para la

evaluacién en la fase preclinica de medicamentos
0 vacunas que puedan brindar proteccion.

En esta presentacion se discuten brevemente los
modelos animales para el estudio de las zoonosis
virales. También se presentael uso de modelos para
el desarrollo medicamentos antivirales y vacunas.
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Utilidades y limitaciones del modelo en raton para la evaluacion in vivo
de medicamentos antipaludicos

Sara M. Robledo
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La malaria en una enfermedad infecciosa
causada por el parasito denominado Plasmodium
que se transmite a través de la picadura de
mosquitos infectados del género Anopheles. En
el organismo humano, los paréasitos se multiplican
en el higado y después infectan los glébulos
rojos. El diagnéstico temprano y su tratamiento
efectivo y oportuno no sélo reduce la morbilidad
sino que, ademas, previene la muerte asociada
a la malaria, pues la infecciéon por Plasmodium

66

spp. altera el aporte de sangre a los 6rganos
vitales.

Entre las intervenciones fundamentales para
controlar la malaria se encuentra el tratamiento
rapido y eficaz con terapia combinada de derivados
de artemisinina para malaria no complicada por
Plasmodium falciparum o cloroquina combinada
con primaquina para los casos de malaria no
complicada por Plasmodium vivax sensible a la
cloroquina. Infortunadamente, en muchas zonas
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del mundo los parasitos se han vuelto resistentes
a varios de los medicamentos antipalldicos
disponibles. Por lo tanto, es urgente trabajar
en el descubrimiento y desarrollo de nuevos
medicamentos contra la malaria. El objetivo debe
ser desarrollar nuevos farmacos que sean seguros
y de facil acceso para asi evitar la propagacion de
parésitos resistentes a los agentes existentes.

La seleccion de compuestos candidatos a
convertirse en drogas antipaltdicas y que puedan
pasar a ensayos clinicos en humanos, se basan en
parametros de eficacia, toxicidad y caracteristicas
farmacoldgicas de cada compuesto, datos obteni-
dos a partir de evaluaciones in vitro y en modelos
animales como ratones y primates no humanos.
Teniendoencuentaquelasespeciesde Plasmodium
que causan infecciones en humanos son
esencialmente incapaces de infectar a los modelos
animales no primates —con la excepcion del muy
complicado modelo de infeccién por P. falciparum
en ratones seriamente inmunocomprometidos—,
en la evaluacién in vivo del potencial antipalidico
de compuestos candidatos es muy util el uso de
cepas de Plasmodium que infectan roedores,
como P. berghei, P. yoelii, P. chabaudiy P. vinckei.
Para cada una de éstas, y aun para cepas de una
misma especie, se cuenta con informacién de la
duracién del ciclo de desarrollo de los parasitos
en el roedor, tiempo de esquizogonia, tiempo de
sincronizacién para cada estadio y sensibilidad a
varios de los farmacos antipaltdicos.

Particularmente, parala evaluacion de la actividad
antipaludica en los modelos de ratén de infeccion
por Plasmodium spp. existen varios métodos; los
principales son los siguientes:

a) prueba en infeccién temprana (supressive

test) en 4 dias, método desarrollado por Peters

XV Congreso Colombiano de Parasitologia y Medicina Tropical

(1965) y modificado por Makinde et al. (1989) y
por Peters y Robinson (1992);

b) La prueba sobre infeccion establecida (Rane
test), un método modificado por Ryley y Peters
(1970) y

c) la prueba en infeccion residual (repository

test), un método basado en el método de Peters

(1965).

Cada uno de estos métodos ofrece ventajas para
situaciones particulares en las diferentes etapas del
descubrimiento y desarrollo de un nuevo farmaco.

En esta oportunidad, quiero discutir los diferentes
métodos disponibles y resaltar su aplicabilidad
al descubrimiento y desarrollo de medicamentos
antipaludicos.
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Caracterizacion biolégica de aislamientos de Leptospira spp. de pacientes
colombianos con sindrome de Weil

Piedad Agudelo-Flérez

Instituto Colombiano de Medicina Tropical, Universidad CES, Sabaneta, Colombia

La leptospirosis es considerada una de las
zoonosis mas extendidas en el mundo debido a
que prevalece en zonas tropicales y subtropicales.
La infeccion es producida por especies patdgenas
del género Leptospira, que consiste en un
grupo diverso de 20 especies, de las cuales, 13
son patégenas para huéspedes susceptibles,
incluyendo al humano. La infeccién se adquiere

mediante el contacto directo o indirecto de la piel o
de las mucosas con la orina de animales infectados
ya sean silvestres (roedores, murciélagos) o
domésticos (bovinos, equinos, porcinos, caninos).

En el humano, la enfermedad puede ser
asintomatica o presentarse en sus inicios como una
enfermedad parecida a la influenza, en ocasiones
con compromiso meningeo, 0 asemejarse a
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un sindrome febril que puede confundirse con
otras enfermedades de =zonas endémicas,
como el dengue y la malaria. En su forma mas
comun, la leptospirosis se manifiesta como un
sindrome febril indiferenciado, anictérico, de
comienzo subito y que no requiere generalmente
tratamiento especifico. En algunos casos se
presentan manifestaciones clinicas serias con
ictericia progresiva, manifestaciones hemorragicas
de curso variable e insuficiencia renal, que
constituyen la enfermedad de Weil, clasicamente
conocida como la forma grave de la enfermedad
y potencialmente fatal en 10 a 15 % de los casos.
La falla multiorganica es la consecuencia de
una respuesta sistémica a la infeccion (sepsis).
La enfermedad se puede presentar de manera
insidiosa con una sintomatologiainespecifica previa
(comportamiento bifasico) o aparecer subitamente
(curso monofasico).

En los ultimos afios, la leptospirosis ha aparecido
con nuevas manifestaciones clinicas, entre las que
se incluye el compromiso pulmonar, caracteristica
descrita a partir de la epidemia de Nicaragua en
1995 vy, posteriormente, también caracterizada
en Suramérica en Brasil, Argentina y Pera. Los
sintomas aparecen entre el cuarto y el sexto dia
de la infeccion y tiene un curso rapido (72 horas)
con altos indices de mortalidad (20 a 50 %),
que superan los que se presentan por el clasico
sindrome de Weil (10 a 15 %).

A nivel general es escaso el conocimiento sobre
el comportamiento de las especies patdégenas de
Leptospira en cuanto a su virulencia y mecanismos
patégenos y, menor aun, en cuanto a las
caracteristicas asociadas a la presentacion de las
manifestaciones emergentes de la leptospirosis.
Este conocimiento es basico para la evaluacién
de los aspectos clinicos de la presentacion de la
enfermedad, respuesta a los distintos tratamientos
y evaluacién de vacunas. Para obtener este
conocimiento el hamster sirio dorado (Mesocricetus
auratus) aporta un modelo experimental de
susceptibilidad a la infeccion por Leptospira al
reproducir las formas graves de leptospirosis.

El propésito de esta conferencia es el de presentar
los avances en la caracterizacion de la dinamica
de la infeccion de aislamientos colombianos de
Leptospira spp., recuperados de humanos con
sindrome de Weil, en el modelo hamster en el que
se estudié la dinamica del proceso de infeccion,
por medio de la valoracién de los anticuerpos
totales por prueba de microaglutinaciéon, patrones
hematoldgicos y alteraciones histopatologicas
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en los principales érganos blanco de la infeccion
por leptospirosis, entre los que se cuentan riidn,
higado y pulmén. Todos los experimentos llevados
a cabo en los animales fueron aprobados por el
Comité de Etica Animal de la Sede de Investigacion
Universitaria de la Universidad de Antioquia.

Los dos aislamientos de Leptospira spp. que
fueron caracterizados, se obtuvieron de pacientes
antioquefios con sintomatologia renal asociada
con la presentacion de sindrome de Weil. Los
cultivos bacterianos se mantuvieron en repiques
continuos cada dos semanas durante 6 meses,
aproximadamente. Los cultivos se realizaron en
medio liquido EMJH (Ellinghausen-McCullough-
Johnson-Harris, Becton-Dickinson-Biosciences)
con suplemento del 10% de medio de comercial
enriquecido  (Becton-Dickinson-Biosciences) e
incubados entre 26 y 30 °C en condiciones de
aerobiosis. Con el propésito de tener un control
de la virulencia para fines de comparacién de los
datos, se usO la cepa de referencia Leptospira
interrogans, serogrupo Icterohaemorragiae, serovar
Copenhageni, cepa L1130, donada porla Fundacion
FIOCRUZ, Brasil.

Se hizo la caracterizacién molecular de estos
aislamientos mediante tipificacién molecular de
las especies patégenas, segun la prueba de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con
oligonuclettidos descritos en la literatura. Esta
prueba consisti6 en amplificar el gen lipL32 que
codifica para la lipoproteina del mismo nombre,
que es considerado un marcador de capacidad
patégena de Leptospira. La tipificacion molecular
de los dos aislamientos de Leptospira spp. permitid
demostrar su capacidad patégena al ser positiva
por PCR LipL32 y por el analisis de su secuencia
que los ubicd en la especie L. santarrosai, hecho
epidemiolégicamente importante, porque permite
aproximarse a conocer las especies que circulan
en nuestro medio y a la caracterizacién de la
enfermedad en Colombia.

Con respecto a la virulencia de los aislamientos
colombianos, no se presentd mortalidad en
el modelo experimental en hamster por los
aislamientos colombianos de Leptospira spp., pero
si en los inoculados con la cepa de referencia. No
obstante, al hacer el analisis de los resultados de
los biomarcadores de quimica clinica, observamos
que a pesar de no presentarse signos evidentes
de enfermedad en el grupo inoculado con los
aislamientos colombianos, los hallazgos de
laboratorio, cinco dias después de la infeccién,
mostraron un leve aumento de la proteina C reactiva
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con disminucion significativa al dia 18. En los
perfiles hepatico y renal se observé variabilidad en
los valores, por fuera de los de referencia, sin que
hubiera tendencia significativa. Las alteraciones
funcionales hepéticas y renales demuestran
la capacidad patégena de los aislamientos.
La virulencia intermedia de los aislamientos
colombianos permite explicar las alteraciones poco
acentuadas en las pruebas hematoldgicas.

Ademas, en el estudio histoldgico de cortes de
higado, rindny pulmon, tefidos con las coloraciones
de hematoxilina eosina (para determinar cambios
histopatolégicos) y Warthin Starry (para establecer
la presencia de formas compatibles con Leptospira
spp.), se evidencié neumonia intersticial, nefritis
intersticial y congestion hepatica, lo que demuestra
lapresenciadelabacteriaenpulmén,rifidn e higado.
Lo anterior fue corroborado por la recuperacion de
la bacteria en los cultivos de estos érganos.

El conocimiento de estos factores asociados con
las dosis letales, virulencia, curso de la infeccidn,
tropismo y permanencia de la bacteria en los
organos blanco, permite orientar las estrategias
de investigacién a futuro sobre inmunoprevencion
y tratamiento de esta enfermedad por medio de
vacunas o agentes terapéuticos. Este conocimiento
tiene un valor agregado que esta representado por
el uso de aislamientos de pacientes colombianos.
Si bien se dispone de datos sobre la capacidad
patégena y la virulencia de los aislamientos de
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Leptospira spp. procedentes de otras regiones
geograficas, este conocimiento es innovador para
Colombia.

Conclusion

Se reitera que en el territorio colombiano existe
circulacion de Leptospira spp. Patégena, de
virulencia intermedia y con capacidad de invadir
organos tales como rifién, higado y pulmon. Este
conocimiento es un aporte a la caracterizacion de
la leptospirosis en Colombia.

Esteestudiorecibiéfinanciaciéndel Departamento
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352-2008).
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Hacia la optimizacion de los ensayos in vivo para la validaciéon
de compuestos anti-Leishmania

Bruno Travi
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El ndmero creciente de librerias quimicas y
la automatizacion de la tamizacién in vitro para
la busqueda de compuestos anti-Leishmania
utilizando parasitos enteros o blancos parasitarios
ha aumentado la capacidad de identificar moléculas
lideres. Ademas, la transcriptémica, protedmica y
metaboldmica estan comenzando a identificar vias
de sefializacion o metabdlicas como futuros blancos
terapéuticos. El modesto avance de los ensayos
in vivo lo aportan los parasitos transfectados por
episomas o integrados genémicamente con genes
reporteros como el gen de la luciferasa y las
proteinas verde fluorescente y roja fluorescente.

Empleamos Leishmania major y Leishmania
donovani transfectadas por episomas con el gen

de la luciferasa para las evaluaciones in vivo
de compuestos con actividad anti-Leishmania.
Por lo prolongado de los ensayos que miden la
curacién clinica, hemos adoptado como primer
paso la evaluacién parasitoldégica a corto plazo.
Los ratones se infectan intradérmicamente (L.
major) y los hamsteres por via intracardiaca (L.
donovani).

El tratamiento con el compuesto lider se aplica
topicamente diariamente a partir del tercer dia
después de la infeccion (L. major) durante 10 dias o
por 5 dias parenteralmente (L. donovani). La carga
parasitaria de L. major se evalta in vivo (IVIS,
Caliper Life Science) en el sitio de la inoculacion
antes y después del tratamiento, mientras que en
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L. donovani sélo se hace al finalizar la terapia en
homogenizados de higado y bazo.

Los compuestos que muestran inhibicion
parasitaria significativa con respecto a los controles
luego se evallan clinica y parasitolégicamente.
Entre los compuestos activos se han identificado
aminoquinolinas, nitroacridinas y disulfiram, todos
ellos en evaluacion preclinica parasitolégica.
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Estos estudios luego deben complementarse
con evaluaciones de farmacocinética y farmaco-
dinamica.

En conclusion, los genes reporteros permiten
visualizar la cinética de las cargas parasitarias
in vivo y representan el aporte mas valioso a los
dichos estudios.



