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RESUMEN. La candidiasis vaginal es una enfermedad frecuente y de amplia
distribucién en el mundo. Se ha comprobado que algunas sustancias ozonizadas
como: el aceite de girasol y la manteca de cacao tienen efectos antimicrobianos
contra Candida albicans. En los Gltimos tiempos se han desarrollado algunos
modelos de candidiasis vaginal en ratones y ratas para el estudio de esta patolo-
gia. El objetivo de este trabajo fue determinar la efectividad de la manteca de
cacao ozonizada para el tratamiento de la candidiasis vaginal. Se emplearon
ratas Sprague-Dawley a las cuales se les produjo infecciéon vaginal con un inéculo
de 10°Candida albicans 3153 en 0,1 mL de disoluciéon amortiguadora y estéril
de fosfato. Fueron estudiados seis grupos de animales; tres con dosificaciones
diferentes de manteca de cacao ozonizada preparada en 6vulos y tres grupos
controles; uno tratado con 6vulos de ketoconazol, otro con 6vulos de manteca de
cacao sin ozonizar y el tltimo grupo sin tratamiento. El modelo animal aplicado
permitié el desarrollo de la candidiasis vaginal en un 80 % de las ratas inocula-
das, lo que hizo posible comprobar la efectividad de la manteca de cacao
ozonizada para el tratamiento de esta infeccién.

ABSTRACT. Candida vaginitis continues to be a prevalent disease with a
world-wide distribution. Some ozonized substances as: sunflower oil and cacao
butter have shown antimicrobial effects against Candida albicans. Lately, sev-
eral experimental models of candidosis in mice and rats have been developed.
The purpose of this study was to determine the effectiveness of ozonized cacao
butter to treat vaginal candidosis. Candida vaginitis in Sprague-Dawley rats
were developed with an inoculum of 10° Candida albicans 3153 in 0.1 mL of
phosphate buffer solution. Six groups of infected animals were studied: three
different doses of ozonized cacao butter ovules and three control groups; one
was treated with ketoconazol ovules, another with untreated cacao butter ovules
and the last one without treatment. The experimental model used in this paper
allowed to develop vaginal candidosis in 80 % of inoculated rats; it made possible
to study the effectiveness of ozonized cacao butter for the treatment of Candida
vaginitis.

INTRODUCCION

Candida albicans es probable-
mente la especie fingica patégena

vulvo-vaginitis micética.! Aunque
en la actualidad se ha descubierto
una variedad de agentes antifingi-

al hombre con mayor diversidad
fenotipica. Esta levadura oportunis-
ta es capaz de invadir todos los teji-
dos y representa una seria amenaza
para pacientes con deficiencias en
su sistema inmune. De igual forma,
es el maximo responsable de la

cos, de éstos sélo una pequena can-
tidad son activos a la vez en siste-
mas in vitro e in vivo.?

Se ha comprobado que sustan-
cias ozonizadas como el aceite de gi-
rasol y la manteca de cacao, poseen
actividad antimicrobiana in vitro

contra Candida albicans, Candida
tropicalis y hongos dermatofitos.3*
Por otra parte, estudios preliminares
realizados en pacientes con candi-
diasis vaginal han mostrado resulta-
dos muy satisfactorios.?

Este trabajo tuvo como objetivo
estudiar la efectividad de la mante-
ca de cacao ozonizada para el trata-
miento de la vaginitis debido a
Candida albicans, mediante un mo-
delo animal con ratas Sprague-
Dawley.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se fundamenté en la
metodologia reportada por Sobel y
col. en 1985.°

Preparacion de inéculos. Exudado
vaginal

Para la preparacion de los
inéculos se realizé un cultivo con la
cepa patrén Candida albicans 3153
en placas de Agar Sabouraud Dex-
trosa, el tiempo de incubacién fue
de 48 h a 30 °C . A partir del creci-
miento producido, se preparé una
suspension de 10%-107 levaduras en
0,1 mL de disoluciéon amortiguadora
y estéril de fosfato (PBS).

Los exudados vaginales se realiza-
ron mediante lavados con 0,2 mL de
PBS. Posteriormente, 0,05 mL del
fluido obtenido se sembraron en pla-
cas de Agar Sabouraud Dextrosa. La
incubaciéon fue de 48 h a 30 °C.

Establecimiento de la infeccion
vaginal

Cincuenta ratas Sprague-Dawley,
de 175 a 200 g de peso corporal fue-
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ron ovariectomizadas, 14 d después
se les realiz6 un exudado vaginal con
el objetivo de determinar la fase del
ciclo estral y la presencia de Candi-
da albicans. Luego de comprobar la
ausencia de células queratinizadas,
se procedi6 a estrogenizar con 0,5 mg
de valerato de estradiol en 0,5 mLde
aceite de sésamo por via subcutanea,;
48 h después se analizaron nueva-
mente las caracteristicas celulares
de la mucosa vaginal y se realizé la
seleccién de aquellas ratas con
exudados negativos paralevaduras y
condiciones propias del estadio estro.

A estos animales se les inocul6
intravaginalmente 0,1 mLde la sus-
pension de levaduras preparada pre-
viamente, con un tiempo no superior
a 20 min . Cuatro dias después de la
inoculacion, se realizé otro exudado
para comprobar la presencia de in-
feccion. En esta ocasién continuaron
el experimento aquellas ratas que
presentaron méas de 102 unidades
formadoras de colonias (UFC)/mL,
las que se consideraron como infec-
tadas.”

Tratamiento

Las ratas infectadas se dividie-
ron en seis grupos de seis animales
cada uno. Se cuidé la homogeneidad
en el grado de infeccién entre los
grupos. A tres de ellos, se les aplica-
ron dosis diferentes de manteca de
cacao ozonizada, con un indice de
peroxidos de 770 y preparada en
6vulos de 50 mg , las cuales se dis-
tribuyeron de la forma siguiente:

Grupo I : Tratado con 250 mg - kg .
Grupo II: Tratado con 200 mg - kg .
Grupo III: Tratado con 150 mg - kg™.

Se trabajo con tres grupos con-
troles:

Grupo IV: Tratado con évulos de
manteca de cacao sin ozonizar
(250 mg - kg?).

Grupo V: Tratado con 6vulos de
ketoconazol (9 mg - kg?).

Grupo VI: Sin tratamiento.

Se aplic6 un 6vulo diario a cada
rata durante 10 d . Se realizaron
exudados de control a los 5 d de ini-
ciado el tratamiento, al finalizar este
y 48 h después.

Examen histologico

Luego de concluido el experi-
mento, las vaginas de las ratas fue-
ron extraidas con un minimo de ma-
nipulaciéon, divididas transversal-
mente y fijadas en disolucién de
formol al 10 %. Se analizaron aspec-
tos tales como edema, infiltracion
leucocitaria y microabscesos.

Todos los datos fueron procesados
automatica y estadisticamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Proceso de infeccion

Tres ratas murieron debido a la
operacién; de las 47 restantes, se se-
leccionaron 45 para realizar la inocu-
lacién con Candida albicans. Estas
fueron las que dieron resultados ne-
gativos en el exudado y ademas, pre-
sentaron caracteristicas de la muco-
sa vaginal que indicaban un franco
estadio estro.® De estos animales, 36
llegaron a presentar levaduras en can-
tidades superiores a 102UFC/mL (Ta-
bla I), esta concentracién ha sido re-
portada’ como suficiente para consi-
derar valido el proceso infeccioso, lo
que permitié establecer la efectividad
en un 80 %, por debajo de la obteni-
da por Sobel y col. en 1985.5 Sin em-
bargo, estos autores utilizaron un cul-
tivo salvaje de Candida albicans, re-
cientemente aislado, mientras en este
trabajo, se empled una cepa de refe-
rencia, a la que no fue posible acti-
varle la virulencia, segiin recomien-
da Pena en 1983.%2 De esta forma, se
puede pensar que con la activacién
del cultivo microbiano antes de la
inoculacién, se podrian lograr re-
sultados superiores en el proceso de
infeccion.

Tratamiento

A los 5 d de iniciado el trata-
miento fue posible observar que los
grupos IV (placebo) y VI (sin trata-
miento) mantenian el 100 % de las
ratas infectadas. Los grupos I y II
presentaron una ligera diferencia
con los controles anteriores, mos-
trando el 83,3 % de las ratas in-
fectadas. El grupo III tratado con
150 mg - kg'! de manteca de cacao
ozonizada mostré un decrecimien-
to mayor en el nimero de ratas con
candidiasis vaginal, con el 66,6 % de
animales enfermos. Por otra parte,
las ratas tratadas con ketoconazol
quedaron totalmente curadas en
estos cinco dias (Fig. 1).

Diez dias después de iniciado el
tratamiento se observé un compor-
tamiento similar en las ratas trata-
das con 250 y 200 mg - kg de man-
teca ozonizada y los controles
(placebo y sin tratamiento). En to-
dos estos casos, el porcentaje de ra-
tas infectadas fue del 83,3 %. El res-
to correspondio ala eliminacién de
lainfeccién en una rata. Sobel y col.
en 1985° reportan la eliminacion es-
ponténea de la enfermedad en el 10 %
de las ratas infectadas semanal-
mente, por lo que estos resultados
pueden ser atribuidos a las carac-
teristicas del modelo empleado,
maxime cuando se observa el mis-

Tabla 1. Resultados del proceso de infeccién en ratas.

Animales infectados Candida albicans (%)
(UFC/mL)

6/45 10* -10° 13,3

21/45 10° -10* 46,7

9/45 10% -10° 20,0

9/45 10 - 10° 20,0

Grupo I: 250 ma/kg
Grupo II: 200 mg/kg
Grupo llI: 150 ma/kg
Grupo IV: placebo
Grupo V: ketoconazol
Grupo VI: sin tratamiento

Infeccion (%)
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Fig. 1. Animales infectados a los cinco dias de tratamiento.
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mo comportamiento en las ratas sin
tratamiento que en los grupos I, ITy
IV. El grupo tratado con 150 mg - kg
de manteca de cacao ozonizada pre-
senté todos los animales totalmen-
te curados y el grupo tratado con
ketoconazol permanecio libre de in-
feccién (Fig. 2).

En el exudado vaginal efectuado
a cada grupo 48 h después de termi-
nado el tratamiento, no se presenta-
ron diferencias de consideraciéon con
el comportamiento anterior (Fig. 3).

Estos resultados evidenciaron
que la dosis efectiva de manteca de
cacao ozonizada resulta 150 mg - kg?!.
En este caso, se logré la curacién
total de las ratas entre los seis y diez
dias de tratamiento. El resto de las
dosis aplicadas, a pesar de ser mas
elevadas, no mostraron resultados
positivos, lo que podria estar vincu-
lado al mecanismo de accion del pro-
ducto , aspecto que en la actualidad
se investiga.

Grupo I: 250 ma/ka
Grupo II: 200 mg/kg
Grupo lll: 150 ma/kg
Grupo IV: placebo
Grupo V: ketoconazol
Grupo VI: sin tratamiento

Infeccion (%)

Los examenes histolégicos reali-
zados evidenciaron en los grupos I,
11, IV, VI, presencia de danos celula-
res, con edema, infiltracién leucoci-
taria, hiperemia moderada y en al-
gunos casos microabscesos, aspec-
tos caracteristicos del proceso de in-
feccién.® En el grupo III, con dosis
de 150 mg - kg', en algunos anima-
les, se observaron signos de inflama-
cién, no obstante, se detecté una rata
con caracteristicas celulares norma-
les, lo que induce a pensar que aun-
que ya no existia presencia de mi-
croorganismos, el tiempo transcurri-
do a partir de la desinfeccién no per-
mitié un proceso de recuperacién del
tejido antes del analisis histolégico.
En el grupo V, tratado con ketoco-
nazol, s6lo se observaron células
queratinizadas.

Aunque se logré determinar que
la manteca de cacao ozonizada es
efectiva in vivo para el tratamiento
de la candidiasis vaginal y se llegd a
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Fig. 2. Animales infectados a los 10 d de tratamiento.

Grupo I: 250 ma/kg
Grupo Il: 200 ma/kg
Grupo lll: 150 ma/kg
Grupo IV: placebo
Grupo V: ketoconazol
Grupo VI: sin tratamiento
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Fig. 3. Animales infectados a los 2 d de terminado el tratamiento.

establecer una dosis en la que se al-
canza la curacién total de los anima-
les infectados. Es necesario realizar
nuevos experimentos para estudiar
los efectos que podria producir la
aplicacién de dosis menores de este
producto, lo que permitiria estable-
cer la dosis efectiva media para su
formulacién en un medicamento 6p-
timamente activo.

CONCLUSIONES

La manteca de cacao ozonizada
presenta actividad antimicrobiana
contra Candida albicans, in vivo,
por lo que es posible recomendar su
aplicacién en el tratamiento de la
candidiasis vaginal.

La dosis efectiva encontrada en
este trabajo fue de 150 mg - kg, ad-
ministrada cada 24 h durante 10 d
como maximo.
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