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Introduccion

1.1. INMUNOMODULACION: CONCEPTOS Y
MECANISMOS.

1.1.1. El sistema inmune y los agentes que actuan sobre él.

1.1.1.1. Sinopsis del sistema inmune.

El sistema inmune comprende una red de células y moléculas
(anticuerpos y citokinas), que interaccionan entre si, y que expresan dos
niveles de reconocimiento de estructuras moleculares: en el primer nivel
estan los mecanismos pertenecientes a la inmunidad llamada no especifica
o innata que se basan en la capacidad para discriminar entre estructuras
propias del organismo y estructuras extrafias o propias alteradas; y un
segundo nivel donde estdn los mecanismos pertenecientes a la inmunidad
especifica que son capaces de reconocer individualmente estructuras
especificas, llamadas  determinantes antigénicos o  epitopos,

independientemente de su procedencia propia o extrafia. Ambos tipos de
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inmunidad incluyen mecanismos moleculares (clasicamente llamados

“humorales”) y otros protagonizados por células.

Inmunidad innata o no especifica: Entre los mecanismos moleculares
de la inmunidad no especifica figuran los sistemas de kininas y del
complemento, que se activan en presencia de superficies extrafias
denominadas “activantes” [Ruiz-Bravo, 1997]. La activacién supone la
aparicién en las moléculas de actividades enzimaticas que, en ultima
instancia, desencadenan diversos efectos protectores, fundamentalmente la
induccién de reacciones inflamatorias, con la correspondiente focalizacién
de defensas celulares y humorales en el tejido donde haya aparecido la
superficie activante; pero también otros efectos, como la destrucciéon de
microorganismos susceptibles al “complejo de ataque a membrana”
constituido por las fracciones finales del complemento. El mecanismo
celular no especifico principal es, sin duda, la fagocitosis de particulas
extrafias, que corre a cargo de células especializadas: macréfagos y
neutrofilos. Los fagocitos forman parte del componente celular de los
procesos inflamatorios. Su capacidad para reconocer estructuras
superficiales de microorganismos patégenos se debe a la existencia de
receptores que reconocen motivos moleculares conservados a través de los
cambios adaptativos promovidos por las mutaciones microbianas. Estos
motivos han sido denominados PAMPs (“pathogen-associated molecular
patterns”) [Janeway y Medzhitov, 1998], y se sitdan en mananos y
manoproteinas de la pared de levaduras, y componentes de la pared
bacteriana como el lipopolisacarido de las bacterias Gram-negativas (LPS),
lipoproteinas, peptidoglicano, acidos lipoteicoicos de bacterias Gram-
positivas, lipoarabinomananos de micobacterias, etc., asi como
subproductos del metabolismo procariota como los oligopéptidos con N-
formil-metionina [Aderem y Ulevitch, 2000]. Los receptores que reconocen

PAMPs se denominan PRRs (siglas de “pattern recognition receptors”) y
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pueden ser solubles (determinadas proteinas plasmdticas) o estar en la

superficie de células implicadas en la inmunidad, como los macréfagos.

Inmunidad especifica: Los linfocitos son las células responsables de
la inmunidad especifica [Ruiz-Bravo y Sdnchez-Pérez, 1997]. Estas células
poseen en su superficie receptores que reconocen epitopos especificamente.
Cada linfocito posee receptores que reconocen una sola especificidad. Los
linfocitos estdn organizados en clones, derivados de una célula ancestral
comun; cada clon esta constituido por células que poseen el mismo receptor
y que, por tanto, reconocen el mismo epitopo. Los antigenos son sustancias
que poseen epitopos y que retnen las condiciones necesarias (tamafio
suficiente, biodegradabilidad) para inducir la activaciéon de los linfocitos,
iniciando asi una respuesta inmune. Los linfocitos B, que en los mamiferos
proceden de la médula hematopoyética, responden ante el estimulo
antigénico transformandose en células productoras de anticuerpos. Los
linfocitos T, cuya maduracién ocurre en el timo, se organizan en varias
subpoblaciones: células Tul, implicadas en reacciones inflamatorias y en la
activacion de macrofagos; células T2, cuya cooperacion es necesaria, en la
mayoria de los casos, para que las células B respondan frente a los
antigenos que reconocen; células T citotéxicas o CTL (de “cytotoxic T
lymphocytes”), que destruyen a las células portadoras de antigenos. Unos
complicados mecanismos de control impiden que el sistema inmune
protagonice respuestas autodestructivas, para lo cual los linfocitos que
reconocen antigenos propios son eliminados antes de alcanzar la madurez,
o permanecen inhibidos por procesos de tolerancia. Los fallos que pueden
ocurrir en estos mecanismos de control son causa de enfermedades

autoinmunes.
Conexiones entre mecanismos no especificos y especificos: Los

mecanismos defensivos descritos actdan coordinadamente; las células

implicadas se comunican mediante citokinas, y el sistema inmune funciona

11
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como un todo integrado. Asi, la unién de ciertos anticuerpos,
pertenecientes a las clases IgM o IgG, con sus antigenos es una de las
causas de activacion de un sistema no especifico, como es el complemento.
Cuando los anticuerpos de clase IgG se unen a antigenos situados en la
superficie de particulas, facilitan la fagocitosis de las mismas por los
macréfagos. Los macréfagos y otras células no especificas son capaces de
capturar antigenos, digerirlos parcialmente y presentar determinadas
secuencias (oligopéptidos), en forma inmunogénica, a las células T (que, a
diferencia de las B, no reconocen epitopos en la superficie de antigenos
nativos libres, sino fragmentos de antigenos asociados a moléculas
llamadas de histocompatibilidad, presentes en la superficie de células
auxiliares). Algunas citokinas producidas por linfocitos T (principalmente,
el interferén gamma o IFN-Q) inducen en Ios maaéfagos un estado de
activaciéon, que los hace sensiblemente mds eficaces en la fagocitosis y
muerte intracelular de microorganismos, ademas de conferirles actividad
citotéxica. También las citokinas producidas por células no especificas,
como la IL-1 secretada por macréfagos, favorecen las respuestas de células
especificas, como los linfocitos T. Como puede verse, las interacciones entre
mecanismos no especificos y mecanismos especificos son numerosas. Sin
embargo, existe un orden de respuestas defensivas frente a los agentes
extrafios, por ejemplo microorganismos, que puedan penetrar en el medio
interno: si no ha habido contactos previos con los antigenos de ese agente
(y, por tanto, el sistema inmune no ha podido generar “células memoria”
especificas), actuardn en primer lugar los mecanismos no especificos, que
por ser constitutivos actian de forma inmediata; posteriormente, los
linfocitos reconoceran los antigenos extrafios y elaboraran sus respuestas
especificas, que requieren mds tiempo (las células deben proliferar y
diferenciarse en células efectoras), pero son mds eficaces en la
neutralizacién y eliminacién de los agentes extrafios. Una presentacion
didéctica de todos estos hechos y conceptos se puede encontrar en Janeway

et al. [2003].
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1.1.1.2. Agentes que inducen reacciones inmunitarias.

Superficies activantes: De todo lo expuesto anteriormente, se deduce
que las particulas y macromoléculas poseedoras de superficies que, por sus
caracteristicas fisicoquimicas (nacidas de una composicién quimica muy
diferente de las superficies propias), son reconocidas como extrafias por los
mecanismos de la inmunidad no especifica, serdn capaces de activar estos
mecanismos. Esto ocurre con las estructuras superficiales polianiénicas de
numerosos microorganismos: cdpsulas bacterianas, membrana externa de
bacterias Gram-negativas, envolturas de algunos viriones, pared celular de
levaduras... [Ruiz-Bravo, 1997]. Estas estructuras son, pues, responsables de
reacciones inespecificas, como las respuestas inflamatorias y la fagocitosis.

PAMPs: Anteriormente se ha introducido este concepto y se han
mencionado algunos de los PAMPs compartidos por grandes grupos
microbianos. El reconocimiento de PAMPs por sus correspondientes PRRs
induce reacciones defensivas, generalmente de tipo inflamatorio. Existen
PRRs en la superficie de las células que participan en procesos de
inflamacién y fagocitosis, y su unién a PAMPs determina la activacién de
mecanismos intracelulares de transduccién de sefiales que, finalmente,
tienen como resultado la produccién de citokinas proinflamatorias y de
moléculas y radicales antimicrobianos. Ejemplos de PRRs son los TLRs
(siglas de “Toll-like receptors”), asi denominados por su relacién
tilogenética con las proteinas Toll de Drosophila, implicadas en la resistencia
a infecciones de la mosca del vinagre [Janeway y Medzhitov, 2002; Takeda

et al., 2003].

Antigenos: Por otra parte, los antigenos extrafios inducen respuestas
especificas, ya sea de produccién de anticuerpos o de inmunidad celular
(debida a células T). En una respuesta inmune especifica, solo intervienen

aquellos clones de linfocitos que posean receptores especificos para los
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epitopos presentes en el antigeno. Estos receptores especificos son
estructuras moleculares complejas, cuya parte especifica estd constituida,
en las células B, por inmunoglobulinas de membrana, compuestas por
cuatro cadenas polipeptidicas, iguales dos a dos (dos cadenas pesadas y
dos ligeras); y en las células T, por dos cadenas polipeptidicas distintas que
forman un heterodimero, & 0 &4 Todos etcs codencs pdipeptidicas
poseen partes llamadas “variables” (porque sus secuencias de aminodcidos
varian con la especificidad), que configuran la estructura espacial donde
encaja el epitopo [Guillén et al., 1997]. Como ya se ha indicado, las células B
reconocen epitopos superficiales en antigenos libres. En cambio, el receptor
de las células T reconoce simultdneamente fragmentos (frecuentemente
internos) del antigeno y partes polimérficas de moléculas de
histocompatibilidad propias, presentes en la superficie de células auxiliares
(en cuyo interior ha sido procesado el antigeno). El término “propias”,
referido a las moléculas de histocompatibilidad de la célula presentadora,
significa que debe ser histocompatible con el linfocito T; por tanto, s6lo se
reconocen apropiadamente las combinaciones extrafio (antigeno) mas
propio (molécula de histocompatibilidad); frente a las combinaciones
propio (antigeno) mas propio (molécula de histocompatibilidad) hay
tolerancia (salvo en casos de autoinmunidad) y en las combinaciones
extrafio (antigeno) mdés extrafio (molécula de histocompatibilidad) las

células T no son capaces de reconocer los fragmentos antigénicos.

Superantigenos: Las macromoléculas denominadas superantigenos
son reconoddes solo par lapatevaiddedelcs aadencs G (VE) dd receptar
de células T; las cadenas G no infervienen en d reconodmiento, por 1o que
las multiples combinadones de uncs mismaos codencs & con audesquiera
adencs & son validas para reconocer un mismo superantigeno. En
consecuencia, mientras un antigeno convencional es reconocido, por
término medio, por 1 entre 10* a 10° células T, un superantigeno puede

activar del 5 al 25% de las células T [Herman et al., 1991]. Los

14
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superantigenos se unen directamente (sin necesidad de endocitosis ni
procesamiento previos) a partes no polimoérficas de moléculas de
histocompatibilidad en la superficie de células presentadoras y, por otra
pate, seunen alos segmentos V G espedficos en el receptor de las células T
[Ogayar y Sanchez-Pérez, 1997]. La activaciéon de ambas células y el
elevado nimero de clones de células T capaces de responder, determinan
una amplisima produccién de citokinas, con resultados que van desde la
anergia y la deleccion de clones hasta el sindrome del “shock” téxico

[Sawitzke et al., 1995].

Mitégenos: Algunas sustancias que se unen a receptores de la
superficie celular son capaces de estimular la proliferaciéon de determinadas
poblaciones linfocitarias, independientemente de la especificidad de los
receptores para antigenos, por lo que se les llama mitégenos. Un mitégeno
tipico de linfocitos B es el LPS de las bacterias Gram-negativas; mitégenos
de células T son las glicoproteinas (lectinas) de origen vegetal

fitohemaglutinina A (PHA) y concanavalina A (ConA).

Agentes inmunomoduladores y BRM: Con las siglas BRM
(“biological response modifiers”) se conocen agentes de muy diverso
origen, que actian de forma no especifica sobre células implicadas en la
inmunidad, con efectos de inmunomodulacién: potenciacién o supresién
de mecanismos inmunitarios. Un mismo BRM puede actuar en un sentido u
otro, dependiendo de los mecanismos inmunitarios afectados (por ejemplo,
un agente puede potenciar la respuesta de anticuerpos y suprimir la
inmunidad celular, o viceversa) y de factores externos como son dosis, via y
pauta de administracién del agente. Roth [1988] distingue entre “BRM
enddgenos”, que serian las propias citokinas, moléculas que comunican
entre si a las células del sistema inmune, intercambiando sefales de
activaciéon e inhibicién, y “BRM exégenos”, que actian modulando la

produccién de BRM endégenos.
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1.1.2 Modificacion no especifica de los mecanismos inmunitarios.

1.1.2.1. Inmunosupresion.

Como ya se ha indicado anteriormente (apartado 1.1.1.1), los fallos
en los mecanismos de induccién de tolerancia frente a antigenos propios
son la causa de enfermedades autoinmunes. La terapia ideal de estas
enfermedades seria la supresion especifica de las respuestas autoagresivas.
Por otra parte, el desarrollo de las técnicas quirtirgicas hace que cada vez
sean mds los enfermos que se benefician de los transplantes de 6rganos y
tejidos. En la mayoria de los casos, se trata de transplantes parcialmente
compatibles (aloinjertos), en los que, pese a una cuidadosa seleccién de los
pares donante/receptor, el sistema inmune del receptor reconoce y
responde frente a los aloantigenos no compatibles presentes en las células
del transplante. También en estos casos, lo ideal serfa suprimir
especificamente las respuestas indeseables, sin afectar al resto del potencial
inmunitario del enfermo. Sin embargo, estas intervenciones especificas no
son posibles en la actualidad, por lo que (y en espera de otras posibles
opciones futuras, como los xenoinjertos procedentes de animales
manipulados  genéticamente) se recurre a procedimientos de
inmunosupresion inespecifica, debidamente controlados [Ruiz-Bravo et al.,

1998].

1.1.2.1.1. Inmunosupresién por agentes fisicos.

La irradiaciéon con radiaciones electromagnéticas de longitud de
onda adecuada tiene efectos inmunosupresores, debidos a la produccién de
dafios celulares causados por la ionizaciéon de dtomos. Los dafios pueden
ocurrir en el DNA o en el RNA, y si no pueden ser reparados impiden la

divisién celular. La magnitud de sensibilidad de las células a la radiacién
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serd mayor o menor en funcién de la fase del ciclo celular, es méxima en la

fase de mitosis y es minima en la fase S. No todas las funciones celulares

son igualmente sensibles a las radiaciones: hay funciones radiosensibles, las

ligadas a la proliferacion celular; y radiorresistentes, las que no lo estdn

[Ruiz-Bravo et al., 1998].

Basandose en los efectos bioldgicos, el espectro electromagnético se

puede dividir en dos grandes grupos: radiaciones ionizantes y no

ionizantes [Ferris ef al., 1998].

Radiaciones ionizantes: el espectro electromagnético con una
frecuencia superior a la radiacién ultravioleta genera unas ondas
energéticas suficientes para expulsar electrones de los atomos,
ocasionando rupturas en los enlaces quimicos que producen
alteraciones en el DNA. Segtn el dafio se originan efectos necréticos,
mutagénicos y cancerigenos. Este tdltimo efecto es debido a las
alteraciones de los protooncogenes que constituye el mecanismo de
activacion de los oncogenes. Estos oncogenes se asocian de manera

particular con determinados tipos de cdncer [Murray et al., 2003].

Radiaciones no ionizantes: donde encontramos las radiaciones
ultravioletas, que comprenden las UV-A, la UV-B y la UV-C. Los
efectos patoldgicos de las radiaciones ultravioletas son producidas
por las UV-A y las UV-B. Las radiaciones UV-B provocan reacciones
en el DNA que originan cambios moleculares y estructurales que
ocasionan dafios monoméricos y dimerizaciones. Las radiaciones
UV-A a diferencia de las anteriores ocasionan un dafio indirecto a
través de la produccion de moléculas quimicas intermedias
altamente reactivas. La radiaciéon UV-A no es absorbida por el DNA,

pero su acciébn genera oxigeno activado y radicales libres
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hidroxilicos, que reaccionan con el DNA ocasionando dafio

monomérico [Ferris et al., 1998].

1.1.2.1.2. Inmunosupresién por anticuerpos.

El suero anti-linfocitos y su fraccién de inmunoglobulinas, ALS
(anti-lymphocyte serum) y ALG (anti-lymphocyte globulin) tienen
actividad inmunosupresora. Se obtiene a partir de animales
hiperinmunizados con antigenos linfocitarios de otra especie y cuya
citotoxicidad se basa en la destrucciéon de los linfocitos circulantes. Los
anticuerpos anti-linfocitos destruyen a los linfocitos circulantes, y ya que la
mayor parte de los linfocitos que abandonan los 6rganos linfoides
secundarios para pasar a linfa y a sangre son células T, habrd una pérdida
progresiva de células T y un empobrecimiento celular de las dreas timo-
dependiente [Ruiz-Bravo et al., 1998]. La aplicacion de las técnicas de
obtencién de anticuerpos monoclonales ha aportado nuevas posibilidades
de eliminacién selectiva de células inmunitarias. Actualmente se pueden
seleccionar anticuerpos especificos para determinadas moléculas de la
superficie linfocitaria, como CD3, CD4, moléculas del MHC (“major
histocompatibility complex”) de clase II, etc. Algunos de estos anticuerpos,
administrados in vivo, son capaces de eliminar la poblacién o subpoblacién

celular portadora de la correspondiente molécula superficial.

En la actualidad hay numerosos anticuerpos monoclonales
comercializados en Espafia, como el Abciximab® que acttia de manera
especifica frente al receptor de la glicoproteina IIb/Illa localizado en la
superficie de las plaquetas; Basiliximab®, un anticuerpo de tipo quimérico
murino /humano (Ig G-1K), que se une selectivamente a la cadena alfa del
receptor de IL-2 y se utiliza para tratamiento preventivo del rechazo agudo
en transplantes de rinén [Adu ef al., 2003]; Infliximab®, quimérico humano

derivado de ratén, capaz de unirse de manera selectiva al factor de necrosis
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tumoral tipo alfa (TNF-o, “tumor necrosis factor”), inhibiendo sus
funciones bioldgicas; Rituximad®, especifico de los receptores de superficie
CD20 de los linfocitos B humanos, indicado en el tratamiento de los
linfomas no hodkignianos de células B; Daclizumad®, de reciente
comercializaciéon en nuestro pais, es un anticuerpo monoclonal
recombinante dirigido a la cadena alfa del receptor de IL-2, como el
Basilimad® con el que comparte las indicaciones terapéuticas y
caracterizandose por una excelente tolerancia. Actualmente existe una larga

lista de anticuerpos monoclonales en fase experimental [Anénimo, 2000].

1.1.2.1.3. Inmunosupresion por agentes quimicos.

Multitud de agentes quimicos tienen actividad inmunosupresora,
pero en este trabajo solo se dedicaré atencion a la supresion producida por
farmacos cuyo efecto inmunosupresor esté incluido en su actividad
farmacolégica. Los farmacos inmunosupresores pueden actuar a distintos
niveles [Ruiz-Bravo et al., 1998]: bloqueando la sintesis de DNA, inhibiendo
la activacion de los linfocitos y en tltimo lugar alterando la recirculacion y

distribucién de linfocitos e inhibiendo las respuestas inflamatorias.

Bloqueo de la sintesis de DNA: Entre los agentes con este mecanismo
de accién encontramos los agentes alquilantes (ciclofosfamida),
antimetabolitos del 4cido félico (metotrexato), antimetabolitos de bases

ptricas (azatioprina, micofenolato-mofetil) y pirimidinicas.

En primer lugar debemos hablar de la ciclofosfamida, ya que es uno
de los farmacos seleccionados para nuestros modelos experimentales de
inmunosupresién. La ciclofosfamida se considera el prototipo de los
agentes alquilantes. Puede administrarse por las vias oral y parenteral. La
molécula en si es inactiva, pero los productos de su metabolismo hepético

son capaces de establecer uniones covalentes con restos nucleofilicos de
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proteinas y d4cidos nucleicos; las alteraciones del DNA impiden su

replicacién y transcripcién, mientras que las del RNA afectan a la

traduccién y, por tanto, a la sintesis proteica. Aunque la ciclofosfamida

afecta a todas las fases del ciclo celular, la fase S parece ser la més sensible

[Arndiz et al., 1997]. Entre sus indicaciones terapéuticas destacan las

siguientes:

Como agente antitumoral, la ciclofosfamida suele utilizarse en
combinacién con otros farmacos citostaticos, en el tratamiento de
diversos tumores, como el carcinoma de mama [Gershanovich et
al., 1994], de ovario [Conte et al., 1994] o linfomas [Wang et al.,
1994].

A dosis inferiores a las indicadas en quimioterapia antitumoral,
se utiliza como inmunosupresor, en el control del rechazo en
organos transplantados (en combinacién con otros agentes
inmunosupresores) [Ruiz-Bravo et al., 1998] y en el tratamiento
de trastornos inmunopatolégicos en los que se deba suprimir una
respuesta adversa, como la enfermedad de Wegener, el lupus
eritematoso y las formas severas de artritis reumatoide [Arnaiz et
al., 1997]. La administracién de ciclofosfamida, sola o combinada
con factores estimuladores de la mielopoyesis (G-CSF,
“granulocyte colony stimulation factor”), promueve la presencia
de células madre hematopoyéticas en sangre periférica, lo que
permite su rescate y criopreservacién mientras los enfermos de
diversos tipos de tumores son sometidos a quimioterapia intensa
(generalmente utilizando combinaciones que suelen incluir la
propia ciclofosfamida) con secuelas de afectaciéon medular, para
finalmente reintroducir las células progenitoras extraidas
[Bezwoda et al., 1994]. En los trasplantes de médula 6sea, se

utilizan dosis altas de ciclofosfamida para la destruccién del
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sistema inmune y la induccién de aplasia medular previas al

trasplante [Arndiz et al., 1997].

Los tratamientos con ciclofosfamida pueden ocasionar varios efectos
secundarios, adversos, como indican los propios prospectos de las
empresas que la comercializan: trastornos gastrointestinales (nduseas,
vOmitos, anorexia), alopecia, esterilidad reversible y, légicamente, los
derivados de la afectaciéon medular: trombocitopenia y leucopenia. Las
dosis elevadas y los tratamientos prolongados pueden causar cistitis

hemorragicas, nefropatias y cardiotoxicidad.

El metotrexato acttia como cofactor enzimdtico necesario para la
sintesis de novo de las purinas. Tiene muy poca utilizacion en trasplantes
pero se ha convertido en uno de los inmunosupresores preferidos para
patologias de origen autoinmune debido a la relativa ausencia de efectos

adversos.

La azatioprina es otro de los farmacos elegidos para determinar
nuestro modelo de inmunosupresién murino; la azatioprina es un derivado
imidazolico de la 6-mercaptopurina, sintetizado con la finalidad de hacer
que se libere més lentamente la molécula activa. La 6-mercaptopurina es
un analogo de la base purinica hipoxantina y se comporta como un
antagonista impidiendo la proliferaciéon celular mediante la inhibicién
competitiva de la sintesis de purinas necesaria para la formacién de acidos
nucléicos. Parece que su accién inmunosupresora afectaria mdas a los
linfocitos T que a los By ademds reduce la actividad de las células natural
killer (NK) [Carretero, 2000]. Entre sus indicaciones terapedticas

destacamos:

¢ Trasplantes.

¢ Hepatitis cronica activa.

21



Introduccion

e Artritis reumatoide grave.

® Lupus eritematoso sistémico.

® Dermatomiositis.

¢ Enfermedad inflamatoria intestinal.

¢ Anemia hemolitica adquirida.

La dosis empleada en el caso de trasplantes de 6rganos es de 5
mg/Kg/dia, seguida de una dosis de mantenimiento de 1 a 4 mg/Kg/dia
segin las necesidades clinicas y tolerancia. En las otras enfermedades,
generalmente es de 2 a 2.5 mg/Kg/dia que se reducird si aparecen
complicaciones. Las dosis se ajustan habitualmente en funcién del peso del
paciente, con lo que se pretende alcanzar la mayor eficacia terapéutica y, al
mismo tiempo reducir la incidencia de los efectos adversos. Se han
sugerido diversas estrategias para monitorizar de forma individualizada y
de modo més fiable la dosis de azatioprina, de todas, la mas destacada es la
determinacién de la actividad de la tiopurina metiltransferasa [Gisbert et

al., 2002].

Como efectos secundarios mds importantes figuran Ila
mielodepresién, que es dosis-dependiente, y puede manifestarse como
leucopenia, trombocitopenia, y anemia; adicionalmente, dafios hepaticos,
alteraciones gastrointestinales, alopecia reversible, rash, artralgias,
mialgias, fiebre, pneumonitis, pancreatitis, meningitis y arritmias, estas

ultimas raramente [Del Valle et al., 2001].

El micofenolato de mofetilo es otro profdrmaco que permite la
adsorcion del dcido micofendlico, un antiguo antibiético nunca usado como
tal, pero que ha resultado ser un inhibidor muy selectivo de la inosina
monofosfato deshidrogenasa, enzima clave de la sintesis de novo de las

bases ptricas. Inhibe la proliferaciéon de linfocitos T y B, frena la sintesis de
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anticuerpos y la generaciéon de linfocitos T citotéxicos. Las indicaciones

terapéuticas son las mismas que las de la azatioprina.

Inhibicién de la activacién de linfocitos: Este es el mecanismos de
acciéon de importantes moléculas inmunosupresoras, no citotéxicas, entre
las que destacan por sus aplicaciones terapéuticas la ciclosporina A y el
macrolido denominado FK506 o tacrolimus, comercializado con el nombre

de Prograf®, de uso hospitalario.

La ciclosporina A es un decapéptido ciclico, producto del hongo
Tolypocladium inflatum, posee un efecto inmunosupresor selectivo que afecta
a las primeras fases de activacién del sistema inmune. En el interior de las
células T, la ciclosporina se une a la proteina ciclofilina, formando un
complejo que inhibe a la calcineurina, lo que bloquea la via de sefializacién
dependiente del calcio, y, finalmente, impide la activacién del factor de
transcripcion NF-AT (“nuclear factor of activated T cells”). El resultado es
la inhibicién de la transcripcién del gen que codifica IL-2, que es una
citokina necesaria para la activacion de las células T (suministra sefiales de
coactivacién, incluyendo estimulacién autocrina); la produccién de otras
citokinas se ve también inhibida. Desde su introduccién en los afios 70, se
ha convertido en un cldsico en el control del rechazo de trasplantes
alogénicos, que también se emplea en enfermedades autoinmunes (artritis

reumatoide, psoriasis) [Ruiz-Bravo et al., 1998].

El tacrolimus, (antes conocido como FK506) es un macrélido de
origen bacteriano (Streptomyces tsukubaensis) que, uniéndose a proteinas
citosdlicas de la familia FKBP (de “FK506 binding proteins”), inactiva
también a la calcineurina, con el mismo resultado que la ciclosporina
[Fonseca, 2003]. Este farmaco ha sido utilizado en nuestra investigacion,

como representante tipico de los agentes inhibidores de la calcineurina.
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Tacrolimus fue introducido con el propésito de evitar los numerosos

efectos secundarios de la ciclosporina, especialmente su nefrotoxicidad. Las

primeras series de ensayos clinicos de tacrolimus como inmunosupresor en

trasplantes datan de finales de los 80. Las indicaciones terapéuticas de

tacrolimus son:

La inmunosupresién primaria en receptores de aloinjertos hepéaticos
y renales. El tacrolimus debe ser el inhibidor de la calcineurina de
primera eleccién para pacientes que reciben un primer transplante
hepético [O’Grady et al., 2002]. El tacrolimus se puede emplear en
monoterapia o en asociaciones, en doble, triple o cuadruple.
Actualmente existen asociaciones muy satisfactorias en los
transplantes, en términos de sobrevida del paciente y del injerto

[Cherikh et al., 2003].

Rechazo de aloinjertos hepaticos, renales o cardiacos. El tacrolimus
es mas efectivo que la microemulsién de ciclosporina en la
prevencion de rechazo agudo después de un transplante renal

[Margreiter et al., 2002].

Y una nueva indicacién, en la dermatitis atépica moderada o grave,
siempre mediante uso tépico del tacrolimus. Ademas del mecanismo
de accién antes comentado, por via tépica parece unirse a las células
de Langerhans y los mastocitos en la zona del receptor de la IgE,
limitando asi la capacidad para la presentacién de antigenos, la
liberacién de histamina y las respuestas inflamatorias mediadas por
IgE. Por otra parte se ha demostrado que no afecta a la sintesis
normal de coldgeno. Todos estos hechos explican la eficacia y

seguridad en el control de la dermatitis atépica [Vélez et al., 2002].
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Los efectos adversos més destacados son fiebre, prurito, erupciones
exantemdticas, hipertensién, edemas periféricos, hipertrofia cardiaca
reversible generalmente en nifios [Romero et al., 2002]; ademads, alteraciones
digestivas, muy frecuentemente nduseas y vomitos; genitourinarias donde
hay que destacar la nefrotoxicidad que afecta entre un 33—44% de los casos;
hepatobiliares, con incrementos de los valores de las transaminasas. La
hiperglucemia es otros de los efectos mas indeseables de este farmaco, y
por ultimo cabe destacar las alteraciones neurolégicas con una importante
incidencia de cefaleas, temblores y parestesia. En el caso del uso tépico el
efecto adverso més frecuente es la sensaciéon de quemazon o irritacion, que
comienza a los pocos minutos de su aplicacién y puede durar unos noventa

minutos [Fonseca, 2003].

Alteracion de la recirculacion y distribuciéon de linfocitos e
inhibicion de las respuestas inflamatorias: Estos son los principales
mecanismos de accion de los corticosteroides y moléculas sintéticas
relacionadas (prednisona, prednisolona), aunque también ponen en marcha
otros mecanismos inmunosupresores, como la inhibicién de la presentacién
de antigenos y de la secrecién de citokinas coestimuladoras. Hay que tener
presente que las hormonas esteroideas regulan, mediante su unién a
receptores intracelulares, la expresiéon de un gran ntmero de genes
(alrededor del 1% del genoma) [Janeway et al., 2003]. Por ello, la accién de
los farmacos antiinflamatorios derivados es muy compleja, y existen
diversos efectos colaterales, como la retenciéon de liquidos, aumento de
peso, desmineralizacion 6sea, adelgazamiento de la piel, aumento de la
glucemia, hiperlipemia, hipertension, etc. Clasicamente, los costicosteroides
han formado parte, en combinacién con otros agentes (inhibidores de la
calcineurina y agentes antiproliferativos), de los regimenes de
inmunosupresiéon para controlar el rechazo de érganos transplantados
[Eisen y Ross, 2004; Hardinger et al., 2004], asi como en el tratamiento de las

manifestaciones de hipersensibilidad inmediata, especialmente el asma [Sin
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et al., 2004; Kallstrom, 2004], y en las enfermedades autoinmunes con

patologia inflamatoria [Lundberg et al., 2004].

1.1.2.2. Inmunopotenciacion.

Como se indic6é en el apartado 1.1.2.1, las sustancias capaces de
aumentar la intensidad de los mecanismos inmunitarios suelen presentar
una actividad multifactorial, que incide de forma diversa en la compleja red
de interacciones entre las células y las moléculas del sistema inmune, por lo
que sus efectos, mds que potenciadores, son, en la mayoria de los casos,
inmunomoduladores. Esta concepcion es la que se recoge en la
denominacién “BRM”. Como ya se indicd, las citokinas se consideran BRM
endoégenos, y son un buen ejemplo de actividades complejas
(pleotropismo). Entre los BRM exégenos hay muchos de origen microbiano,
ya sean microorganismos enteros, fracciones microbianas y productos de su
metabolismo. Estos agentes suelen actuar estimulando macréfagos, que
liberan citokinas, las cuales actuaran modificando el estado inmunitario y
la capacidad de respuesta de los linfocitos, aunque algunos pueden actuar
directamente sobre los linfocitos. También hay BRM inorgédnicos, cuya
accion combina la liberacién lenta del antigeno incorporado en ellos y la
induccién de reacciones inflamatorias, con la subsiguiente estimulacion de
macréfagos. Revisiones globales de los BRM y sus aplicaciones clinicas
(como componentes de vacunas, en la inmunoterapia no especifica de
enfermedades tumorales y como inmunorestauradores en sujetos
inmunocomprometidos) pueden encontrarse en Allison [1994] y Ruiz-

Bravo et al. [1998].

1.1.2.2.1. BRM endégenos.

La capacidad de respuestas coordinadas del sistema inmune, tanto

en los mecanismos innatos como en los especificos, requiere la transferencia
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de informacién entre células. Las células se comunican entre si de dos
maneras distintas: por contacto célula-célula, mediante juegos de moléculas
que, ubicadas en las respectivas superficies celulares, actian como ligandos
y receptores; y a distancia, mediante moléculas secretadas por una célula,
que se unen a receptores en la superficie de otra célula. En ambos casos, la
ocupacién del receptor por el ligando inicia una sefial bioquimica que se
transmite desde la superficie celular hasta el nticleo, mediante cadenas de
intermediarios, conectados entre si, que constituyen las vias de
sefalizacién, las cuales terminan con la activaciéon de factores de
transcripcién que penetran en el ndcleo y activan la transcripcion de

determinados genes.

Las moléculas utilizadas como mensajeros por las células implicadas
en la inmunidad son las citokinas, que se definen como proteinas o
glicoproteinas solubles, secretadas por una célula, que se unen a receptores
en otras células (ocasionalmente, en la propia célula productora),
induciendo determinadas respuestas (consecuencia de modificaciones en el
perfil de activacién de genes) [Janeway et al., 2003]. Las citokinas son, por
tanto, moléculas inmunorreguladoras que se corresponden con el concepto
de BRM endégenos. La denominacién de interleukina se reserva para
citokinas producidas por leucocitos. Las interleukinas se representan con
las siglas IL seguidas de un nimero. Los genes de todas las interleukinas
conocidas (una treintena) han sido clonados, asi como los de otras muchas
citokinas y sus receptores. Por tanto, se pueden obtener citokinas, por
técnicas de ingenieria genética, como proteinas recombinantes, lo que
facilita su aplicacién como inmunofdrmacos. Pero hay que tener en cuenta
que la mayoria de las citokinas son moléculas pleiotrépicas, capaces de
inducir un espectro mds o menos amplio de efectos, y esta complejidad de
acciones, unida a su gran actividad bioldgica y a la existencia de efectos
colaterales indeseables, que exigen una dosificacion muy precisa, son

factores que limitan su utilizacién en terapia humana.
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Las citokinas pueden agruparse en cuatro familias estructurales:
hematopoyetinas, interferones, quimiokinas y familia del TNF (siglas de
“tumor necrosis factor”); en un quinto grupo se incluirian citokinas no
asignadas a ninguno de los anteriores (Tabla 1). A su vez, los receptores de
citokinas se agrupan también en cuatro familias, que se corresponden muy
aproximadamente con las familias de citokinas. La informacién general que
sigue se puede contrastar en textos generales de inmunobiologia, como el
de Janeway et al. [2003]; adicionalmente, se incluyen algunas referencias

especificas.

Familia de hematopoyetinas: Se encuentran en este grupo, entre

otras, las citokinas IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, IL-15, G-CSF y GM-CSF.

La eritropoyetina da nombre al grupo, aunque no es una citokina
relevante en inmunidad. Si lo son, en cambio, los factores estimuladores de
colonias (genéricamente, CSF, de “colony stimulating factor”): acttan sobre
las células madre de médula O&sea, progenitoras de los linajes
mieloide/monocitoide, promoviendo su diferenciacién en neutrdfilos
(granulocitos) (G-CSF), o en neutroéfilos, monocitos y células dendriticas
(GM-CSF). G-CSF es producido por fibroblastos y monocitos, mientras que
macroéfagos inflamatorios y linfocitos T son la principal fuente de GM-CSF.
Estas citokinas permiten el reemplazamiento de las células fagociticas
perdidas en curso de las reacciones inflamatorias inducidas por procesos
infecciosos; pero también estimulan la recuperacién de la funcién medular
en casos de leucopenia debida a diversas causas (por ejemplo, a
tratamientos antineoplésicos), lo que ha llevado a su comercializacién como
farmacos promotores de leucopoyesis: Granocyte® (lenograstim),
Euprotin® (lenograstim), Granulokine® (filgrastim) y Neupogen®
(filgrastim) son formas recombinantes de G-CSF humano, y Leucomax®

(molgramostim) es GM-CSF humano recombinante. GM-CSF es, ademas,
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una citokina estimuladora de los macréfagos. Otra citokina promotora de
leucopoyesis es IL-3, a la que conoce también como multi-CSF; IL-3 es

producida por linfocitos T.

En esta familia figuran citokinas con efectos no relacionados con la
leucopoyesis, pero de gran importancia en la regulacién de la respuesta
inmune. IL-2 es producida por células T CD4*, concretamente por la
subpoblacién Tul, asi como por algunas células CD8*; es un importante
factor coestimulador para los linfocitos T, que puede actuar también de
forma autocrina; en su ausencia las respuestas de inmunidad celular son
abolidas. También estimula la proliferacién de células NK. IL-4, IL-5 e IL-6
son producidas por células Tu2: todas ellas proporcionan sefiales a los
linfocitos B (IL-4 coopera a la activacién B y promueve la produccién de
ciertas clases de inmunoglobulinas, entre ellas la IgE que media las
manifestaciones de hipersensibilidad inmediata; IL-5 promueve
diferenciaciéon de células B preactivadas y la sintesis de IgA; IL-6 estimula
la diferenciacién de linfocitos B). Ademads, IL-4, también producida por
mastocitos, inhibe la diferenciacién de Tu0 en Tul (favoreciendo, por tanto,
indirectamente, la diferenciacion en células Tu2); IL-5 es un importante
factor estimulador de eosinéfilos (lo que la relaciona con Ila
hipersensibilidad inmediata); IL-6, producida también por macréfagos, es
una citokina proinflamatoria, que induce produccién de proteinas de fase

aguda por los hepatocitos y actiia como pirégeno endégeno.

Tabla 1. Familias de citokinas.

Familia Citokina s
Productoras

Células TH1, CTL
IL-3 Células T, Proliferacién de células T
Hematopoyetinas epitelio timico Promocién de hematopoyesis tfemprana
IL-4 Células TH2, Activacion de células B, respuesta de IgE,
mastocitos diferenciacién de células Th2
IL-5 Células TH2, Proliferaciéon de células B, proliferacion de
mastocitos eosinofilos
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IL-6 Células TH2, Diferenciacion de células B, respuesta de
macréfagos fase aguda
GM-CSF|| Macréfagos,
células Crecimiento y diferenciacion del lingje
mieloide/monocitoide
IFN-ov Leucocitos Resistencia antiviral, expresiéon de MHC-
Interferones IFN-B Fibroblastos Resistencia antiviral, expresiéon de MHC-|
IFN-y Células NK, Activacién de macréfagos, activacion de
células Tu1 NK, inmunorregulacion
TNF-o . o :
Familia del TNF chrofogos, Activacién endotelial, respuesta de fase
TNF-B ‘ celu.lcs NK ‘ y oguqo . -
Linfocitos By T Activacién endotelial, citotoxicidad
elllnfedlvse ‘ IL-8 Macréfagos Quimioatraccién de neutrdfilos
IL-1 Macréfagos Coestimulacion de células T, respuesta de
fase aguda
IL-10
Macréfagos, || Inhibicidon de macrdfagos, inhibicion de la
células T2, diferenciacion de células Tl
No clasificadas IL.-12 células Tr1
Macréfagos, Activacion de NK, diferenciacion de
células B células Th1
IL-18 Macréfagos Produccién de IFN-y por células NK y T
TGF-B Células Th3, Inhibicién de proliferacion de linfocitos,
células Tr1 folerancia, accién antiinflamatoria

Familia de interferones: Los interferones se definen como moléculas
que se producen en respuesta a la infeccién por virus (o a otros estimulos);
una vez secretados, se unen a receptores en la superficie de las células
vecinas a la productora, en las que inducen la transcripcién de un namero
de genes, cuyos productos se activan en presencia de la infeccién por virus,
inhibiendo la transcripcion y degradando los mRNA; el resultado es el
bloqueo de la difusién de la infeccién viral. Hay dos tipos de interferones
humanos. El tipo I incluye al IFN-& (produddo por leucodtos) y € IFN-G
(tipicamente producido por fibroblastos); y el tipo II o interferén inmune es
el IFN-@ (produddo prindpdmente por Gélulas NK, linfocitos Tul y células

T citotéxicas activadas), con importantes propiedades inmunorreguladoras:
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incrementa la expresion de antigenos de histocompatibilidad (potenciando
la capacidad de presentaciéon de antigenos extrafios a las células T),
estimula la diferenciacién de linfocitos B, inhibe la diferenciacion de Ta0 en
T2 (lo que, indirectamente, favorece la generacién de Tul), activa a las
células NK, pero, sobre todo, es la principal citokina activadora de
macréfagos (lo que significa un papel crucial en la inmunidad celular,
efectiva frente a patégenos intracelulares). Los tres interferones humanos se
han comercializado como farmacos de origen recombinante (expresados en
bacterias manipuladas genéticamente). La denominacién Intron® hace
referencia a IFN-&; por sus propiedades ontivirdes, se utiliza en d
tratamiento de la hepatitis B crénica de alta infectividad y de la hepatitis C
crénica; por sus propiedades antiproliferativas e inmunomoduladoras, en
la terapia de varias enfermedades tumorales (tricoleucemia, mieloma,
sarcoma de Kaposi, linfoma folicular y leucemia mieloide crénica, y en la
prevencion de recidivas de enfermos a los que se han extirpado
melanomas). La conjugacion del IFN-G con pdietilenglicol (pegilacion)
mejora las propiedades farmacocinéticas; los productos pegilados, como
Pegintron® y Pegasys®, se utilizan, solos o combinados con ribavirina, en
la terapia de la hepatitis C. Avonex®, Betaferon® y Frone® son distintas
formas de IFN-G humano; los dos primeros se utilizan en la terapia de las
formas recidivantes de la esclerosis multiple en enfermos ambulatorios, ya
que, por mecanismos no conocidos, son capaces de reducir la frecuencia y
gravedad de las recaidas. Frone® estéd indicado en hepatitis crénicas By C,
del condiloma acuminado (causado por Papillomavirus) y como
coadyuvante a la hormonoterapia del carcinoma de mama. Imukin® es
IFN-8, que se utiliza en d traamiento de inmunodgfidendcs como |a
enfermedad granulomatosa crénica, en la que la capacidad microbicida de

los fagocitos es gravemente deficitaria.

Recientemente, a partir de datos de secuencia del genoma humano,

se ha identificado una nueva familia de citokinas, relacionada con los
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interferones. En esta familia figuran IL-28 e IL-29 y su receptor, IL-28R;
ambas citokinas son inducidas por infeccién virica y poseen actividad

antiviral [Sheppard et al., 2003].

Familia de quimiokinas: Se conocen con esta denominacién, un gran
nimero de citokinas con capacidad para atraer, quimiotdcticamente, a
diversos tipos de células implicadas en la inmunidad. Las células que
responden migran a favor del gradiente de concentraciéon de la quimiokina,
hacia el foco de produccién de la misma. Hay dos grupos de quimiokinas,
las CC, que presentan, cerca del extremo amino-terminal, dos cisteinas
adyacentes, y las CXC, que incluyen un aminodcido distinto entre las dos
cisteinas. Las quimiokinas CC se unen a receptores en la superficie de
monocitos y otros tipos celulares: por ejemplo, MCP-1, producida por
macroéfagos, fibroblastos y queratinocitos en respuesta a estimulos
inflamatorios, induce la adhesiéon al endotelio vascular, promoviendo la
diapedesis de monocitos, linfocitos T, células NK y polimorfonucleares
basofilos; RANTES, producida por células T, células endoteliales y
plaquetas, tiene un espectro similar; MIP-14 (produdda por maoa éfagos,
células T, mastocitos) y MIP-14 (produdda por macréfagos, neutréfilos,
células endoteliales) atraen a monocitos, células T, células NK y células
dendriticas. Entre las CXC, algunas promueven la diapedesis y posterior
migracion de neutréfilos, como IL-8, producida por macréfagos,
fibroblastos, células endoteliales y queratinocitos; o PBP, secretada por
plaquetas. Otras quimiokinas CXC atraen a células T (es el caso de IP-10) o
células B (por ejemplo, BCL). Un aspecto de interés es que algunas
quimiokinas, tanto CC, como MIP-1a y MIP-18, o CXC, como SDF-1, se
unen a receptores (CD195 y CD184, respectivamente) que son, a su vez,
correceptores para el virus del SIDA (HIV); por tanto, son capaces de
bloquear la fusién de la envoltura del HIV con la membrana citopldsmica

de las células T CD4*, lo que se ha tomado como base para disefiar
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fdrmacos que impiden la entrada del HIV en sus células diana [Shaheen y

Collman, 2004].

Familia del TNF: Los componentes de este grupo son proteinas
triméricas, que pueden encontrarse en forma soluble, pero también como
moléculas de la superficie celular. TNF-G es una dtokina proinflanatoria
producida por macréfagos, células T y células NK; también conocida como
“caquexina”, por inducir estados de caquexia en enfermedades infecciosas
o tumorales prolongadas, sus principales acciones son la induccién de la
produccién de proteinas de fase aguda por los hepatocitos, la elevaciéon de
la temperatura corporal y la activacion del endotelio vascular. La
produccion masiva de TNF-G en ascs desepsis por respuestagenerdizada
a la endotoxina de bacterias Gram-negativas o a superantigenos de cocos
Gram-positivos se considera una causa principal del shock séptico
[Tsytsykova y Goldfeld, 2000]. Las propiedades antitumorales que TNF-Q
demostré en modelos experimentales, y a las que debe su nombre, no han
encontrado aplicacién generalizada en clinica humana, aunque,
comercializado con las denominaciones de tasonermina (Beromun®), se
utiliza en el tratamiento, por perfusion arterial, de sarcomas de
extremidades, antes de su eliminacién quirtrgica, o, como terapia paliativa,
en sarcomas inextirpables. Alternativamente, se investiga el efecto
beneficioso de la neutralizacién de la actividad biolégica de TNF-G en
enfermedades autoinmunes con un componente inflamatorio importante,
como la artritis reumatoide o la enfermedad de Crohn. Tanto Infliximab
como Adalimumab son anticuerpos monoclonales especificos para TNF-G
humano, que se utilizan en la terapia de este tipo de patologias; etanercept
(Enbrel®) es una proteina dimérica, constituida por la parte Fc de la IgG y
el receptor p75 del TNF-G, aue se usa paa bloquear TNF-&, con igud
finalidad. Aunque el papel concreto del TNF-G en |a defensa frente alcs
infecciones no estd bien establecido, se han comunicado casos graves de

reactivacion de tuberculosis en pacientes tratados con estos
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inmunofdrmacos; por ello, la preexistencia de una tuberculosis activa se
considera actualmente una contraindicaciéon para tales tratamientos
[Centers for Disease Control and Prevention, 2004].

TNEF-&, produddo por linfocitos, induce activacién endotelial y
muerte por apoptosis. Otras moléculas de esta familia, ubicadas en la
superficie de linfocitos T, causan apoptosis en células diana; un buen
ejemplo es el ligando de Fas (FasL o CD178). Pero en otros casos el efecto es
activador, como es el caso del ligando de CD40, denominado CD154, que,
expresado por células T2 activadas, proporciona sefiales coestimuladoras
a los linfocitos B, induciendo el cambio de clase de inmunoglobulina.
Aunque pertenecientes a esta familia, tanto CD154 como CD178 no deben
considerarse citokinas, ya que no actian a distancia sino que intervienen en

interacciones célula-célula.

Otras citokinas: En este “cajéon desastre” figuran citokinas no
asignadas a ninguna de las familias anteriores. IL-1, fonto en sus formes &
como 4, es una dtokina pranflonaoria produdda por maa 6fagos y
células epiteliales; es un pirégeno enddgeno, y también media Ia
produccién de proteinas de fase aguda por los hepatocitos, ademds de

estimular a los macréfagos y de coadyuvar a la activacion de células T.

También producidas por macréfagos, IL-12 e IL-18 activan a las
células NK, favoreciendo la producciéon de IFEN-G, y promueven l|a
diferenciaciéon de Tu0 en Tul, representando un papel importante en la

respuesta inmune frente a patégenos intracelulares.

Dos importantes citokinas antiinflamatorias incluidas en este grupo
son IL-10, producida por macréfagos y por células Tu2, y TGF-G (sigcs de
“transforming growth factor”), producida por células Tu3, que tiene,

ademads, efectos antiproliferativos, y se asocia a la tolerancia (falta de
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respuesta) que se puede inducir por la administracién de antigenos por via

oral.

Las citokinas en la inmunidad innata y especifica: Entre las
citokinas que intervienen en la inmunidad innata, ocupan una posicién
crucial las monokinas, o sea, citokinas producidas por los macréfagos,
como TNF-@, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18 y GM-CSF. Hay que recordar que
algunas de ellas, como IL-1 o IL-6, también participan en la inmunidad

especifica.

Las citokinas producidas por células T son decisivas en la respuesta
inmune especifica. Los perfiles de produccion de citokinas permiten
distinguir a las subpoblaciones Tul (IL-2, IEN-Q), Tu2 (IL-4, IL-5, IL-6), Tu3
(TGF-Q) y Trl (TGF-G e |L-10). IL-2, IL-4, IL-5 e IL-6 suministran sefiales
coestimuladoras a los linfocitos y/o promueven su diferenciacién a células
efectoras; IFN-G patfidpa en la inmunidad odula, contribuyendo a la

activacién de macréfagos; TGF-G elL-10 son citokinas supresoras.

Las citokinas establecen una serie de redes de comunicacién
complejas, que implican distintos mecanismos de inmunidad innata y
especifica. Por ejemplo, los macréfagos estimulados por productos
microbianos (PAMPs) producen citokinas pro-inflamatorias, entre ellas IL-
1, que, a su vez, coadyuva a la activacion de linfocitos T, e IL-6, que
promueve la diferenciacion de las células B activadas a plasmocitos. Por su
parte, las células Tul activadas producen IFN-O, cue adiva a lcs
macroéfagos, los cuales producirdn todo su arsenal de citokinas. En cambio,
las células T2 y las Trl producen IL-10, que inhibe a las Tul y a los
macréfagos. La complejidad de las redes se incrementa por el
pleiotropismo ya comentado: una misma citokina que se una al mismo

complejo receptor en diversos tipos de células, puede inducir respuestas
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biolégicas distintas en cada uno de esos distintos linajes celulares [Ishihara

e Hirano, 2002].

1.1.2.2.2. BRM ex6genos.

Desde mediados del siglo pasado, se fueron acumulando evidencias
sobre la capacidad de algunas bacterias para potenciar mecanismos
inmunitarios que podian conducir a la destruccion de células tumorales in
vivo, tanto en modelos experimentales como en series clinicas. La atencién
de los investigadores se centré en preparaciones de BCG (siglas de bacilo
de Calmette y Guerin, para designar a una cepa atenuada de Mycobacterium
bovis, usada como vacuna antituberculosa), que en clinica humana se
administraban sobre extensas escarificaciones cutdneas y también,
intralesionalmente. Tras una serie de resultados preliminares alentadores,
se concluy6 que los efectos antitumorales de BCG no fueron significativos
en la mayoria de los casos; sin embargo, prosigue su uso, en aplicacién
intravesical: Vejicur® e Immuncyst® BCG son preparaciones de cepas BCG
liofilizadas, indicadas en el tratamiento del carcinoma de vejiga in situ y en
el tratamiento preventivo de recidivas de carcinoma urotelial. EIl
mecanismo de accibn no es bien conocido, pero se cree que las
micobacterias inducen una reaccién inflamatoria en la mucosa, con
acumulacion de macréfagos, neutréfilos y linfocitos T y secrecién de
citokinas (IL-1, IL-6, TNF-Q, IL-2), que puede ser un factor importante en la
destrucciéon de células tumorales [Bohle y Brandau, 2003]. También se
investiga el potencial de BCG para incrementar la inmunogenicidad de
vacunas con células tumorales inactivadas de melanoma y cdncer de mama.
Otras bacterias, como propionibacterias y estreptococos, han sido también
reconocidas como agentes inmunomoduladores y se sigue investigando sus

posibles aplicaciones clinicas.
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Los estudios para determinar en qué fracciones de las micobacterias
y otras bacterias Gram-positivas residia la actividad inmunomoduladora
condujeron a establecer el MDP (“muramil dipeptide”) como la minima
fraccién activa de la mureina (componente de la pared bacteriana). El MDP
se une a TLR2, presente en la superficie de macréfagos, cuyas funciones de
fagocitosis y secrecién de citokinas estimula [Beutler et al., 2001]; también
potencia las respuestas de anticuerpos y de inmunidad celular. E1 MDP
posee efectos colaterales como pirogenicidad e induccién de suefio, pero se
han conseguido derivados acilados de esta molécula que conservan las
propiedades inmunomoduladoras con minima toxicidad. Uno de ellos, el
murabutide, incrementa la resistencia no especifica frente a infecciones e
incrementa la leucopoyesis, sin efectos colaterales indeseables.
Recientemente, se ha encontrado que el murabutide inhibe la replicacién
del virus del SIDA (HIV) en células presentadoras de antigeno
(macrofagos, células dendriticas), en las cuales incluso la denominada
HAART (“highly active antiretroviral therapy”) es poco eficaz, por lo que
actian como reservorios del HIV [De La Tribonniere et al., 2003]. Los
macroéfagos estimulados con murabutide expresan tres factores celulares
con capacidad para inhibir la replicacién del HIV, y reprimen otros que
facilitan su entrada y replicaciéon [Darcissac et al., 2000]; el andlisis de
linfocitos de enfermos de HIV ha permitido descubrir un nuevo factor
celular, una helicasa de RNA, que es un cofactor crucial en la replicacién
del HIV a nivel transcripcional, y que es inhibida por el murabutide
[Cocude et al., 2003]. Los ensayos clinicos realizados en los tdltimos afios
revelan que el murabutide es bien tolerado y que puede mejorar la

situacidon inmunitaria deteriorada en los enfermos de SIDA.

El LPS es un componente tipico de la pared celular de las bacterias
Gram-negativas, también denominado endotoxina. Esta molécula se une a
una protefna plasmdtica, denominada LBP (“LPS binding protein”), y el

complejo es capturado por CD14, un receptor de la superficie de los
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macréfagos; finalmente, el complejo LPS-LBP-CD14 se une, en la
membrana, a TLR4 y su molécula asociada MD-2, lo que genera una sefial
de activacion celular: los macréfagos se ven estimulados en sus funciones
de fagocitosis, producciéon de radicales microbicidas de oxigeno y
nitrégeno, y secrecién de citokinas (IL-1, IL-6, TNF-&, GM-CSF, etc.), que
causan una reaccién inflamatoria, fiebre y estimulacion de la produccién de
proteinas de fase aguda por los hepatocitos [Miyake, 2003; Miller et al.,
2005]. En situaciones de infeccién sistémica por bacterias Gram-negativas,
el LPS puede causar sepsis debida a una liberacién masiva de citokinas
proinflamatorias, con resultado de dafio endotelial, coagulacién
intravascular, hipotensiéon y, finalmente, fallo multiorganico (choque
séptico) [Karima et al., 1999]. Ademads de estimular a los macréfagos, el LPS
es un mitégeno y activador policlonal de linfocitos B, y un modulador de la
respuesta de anticuerpos [Ruiz-Bravo et al., 1998]. La toxicidad del LPS
limita sus aplicaciones, pero se han obtenido diversos derivados de su
parte activa (el lipido A) que retienen propiedades inmunomoduladoras
con menores efectos colaterales. Uno de estos derivados, con aplicaciones
inmunofarmacolégicas, es el MPL (“mono-phosphoril-lipido A”)
[Salkowski et al., 1997]. Esta molécula es capaz de potenciar las respuestas
especificas de anticuerpos de clase IgG, en detrimento de la clase IgE, por lo
que se estd ensayando su incorporacién, como coadyuvante, en vacunas
desensibilizadoras frente a alergenos polinicos [Drachenberg et al., 2001]. El
MPL inicia la serie de agonistas del TLR4, a la que se incorpora ahora un
andlogo sintético del lipido A, denominado AGPs (“aminoalkyl-
glucosaminide-4-phosphates”) [Baldridge, 2004], capaz de estimular de
forma no especifica la resistencia a un amplio rango de infecciones, asi
como de actuar como coadyuvante de vacunas, incluyendo vacunas con

antigenos tumorales.

Diversas lipoproteinas bacterianas son mitogénicas para linfocitos B,

estimulan a los macréfagos y han mostrado poseer actividad coadyuvante
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de la respuesta inmune. TLR1, TLR2 y TLR6 han sido caracterizados como
receptores para lipoproteinas [Tai et al., 1994; Edinger et al., 1994]. La
actividad biolégica de las lipoproteinas de la pared celular de bacterias
Gram-negativas reside en el extremo amino-terminal, que incluye la parte
lipidica (4cidos grasos unidos al resto de la molécula por enlaces éster), y se
conserva en lipopéptidos obtenidos por degradaciéon proteolitica de la
proteina y en lipopéptidos sintéticos [Edinger et al., 1994]. Actualmente se
investigan derivados sintéticos tipo triacil-lipopentapéptido para obtener

coadyuvantes mejorados.

El DNA procariético es un inmunoestimulador, y se ha comprobado
que la presencia de dinucle6tidos no metilados de citosina y guanina (CpG)
es necesaria para esta actividad. Las secuencias que contienen CpG son
reconocidas por TLR9Y [Takeda et al., 2003]. Dos oligodesoxinucleétidos,
conteniendo CpG, y unidos entre si por los extremos 3’, constituyen un
inmundémero, con potente actividad inmunomoduladora, y capaces de
desviar la respuesta especifica, del perfil Tu2 al Tul, lo que les convierte en
candidatos para coadyuvantes en vacunas desensibilizadoras frente a

alergenos [Kandimalla et al., 2003].

Diversos productos del metabolismo microbiano poseen
propiedades inmunomoduladoras [Ruiz-Bravo et al., 1998]. El dextrano
(una cadena de poliglucosa que se inicia en una fructosa) es un EPS
(“extracellular polymeric sustance”) bacteriano, mitégeno para linfocitos B
y estimulador de macréfagos. El lentinano es un polisacarido fingico que
estimula a los macréfagos, induciendo la liberacion de IL-1 y factores
leucopoyéticos. AM3 (glicofosfopeptical) es un polisacdrido fingico
(glucomanano de Candida utilis) conjugado a un péptido y adsorbido en
una matriz de sulfofosfato célcico, que parece modular la actividad de los
macréfagos, deprimiendo la produccién de las citokinas proinflamatorias

IL-1 y TNF-&, pgo estimulondo la copaddod paa fogodta
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microorganismos y matarlos en los fagosomas; se emplea como
inmunorrestaurador y es capaz de inducir citokinas antivirales en cultivos
de leucocitos periféricos. El 4cido alginico (polimero de glucurénico y
manusorico) producido por algas pardas es un coadyuvante que potencia
la respuesta de anticuerpos de la clase IgG, por lo que se ha utilizado,

conjugado con alergenos, para la elaboracién de vacunas desensibilizantes.

Ademads de los BRMs de origen microbiano, otras moléculas han
mostrado también actividad inmunomoduladora con aplicacién
farmacolégica [Ruiz-Bravo et al., 1998]. Es el caso de los derivados
imidazolicos, como la isoprinosina (metisoprinol), que tiene actividad
estimuladora de macréfagos, linfocitos T y células NK, y, a dosis altas,
accion antiviral (por interferir con la sintesis de RNA viral);, se esta
utilizando en la terapia de la panencefalitis esclerosante subaguda (una rara

pero muy grave complicacién del sarampién).

También hemos de mencionar aqui otros coadyuvantes de la
inmunidad, como los liposomas, que son vesiculas limitadas por una o
varias bicapas lipidicas [Ruiz-Bravo et al., 1998]. Los liposomas pueden
incorporar antigenos en forma muy inmunégena. La insercién de proteinas
portadoras de manosas facilita la unién a un PRR de la superficie de los
macroéfagos (el receptor para manosa o CD206), que procesaran el antigeno
y presentardn los correspondientes oligopéptidos a los linfocitos Tu. La
composicion de los lipidos del liposoma es crucial en lo que se refiere a sus
efectos inmunocoadyuvantes. Se han realizado ensayos clinicos de vacunas
vehiculizadas en liposomas, incluyendo en algunos casos citokinas (como
IL-2) en el vehiculo, para reforzar el efecto inmunopotenciador. Las siglas
ISCOM (“immunostimulating complexes”) designan a unas microvesiculas
de un saponésido triterpénico de origen vegetal, denominado Quil A, que
pueden incorporar antigenos en forma muy inmunégena. Algunos ensayos

clinicos han mostrado la eficacia de ISCOM como coadyuvante de vacunas,
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habiéndose sefialado su capacidad para conseguir que el antigeno
incorporado sea procesado por la via de los antigenos endégenos (como si
hubiese sido sintetizado en el interior de las células presentadora), lo que

permite inducir una respuesta especifica de CTL.

1.2. INMUNOMODULACION POR AGENTES
ANTIMICROBIANOS.

En términos generales, el tamafio molecular de los agentes
antimicrobianos es insuficiente para que se comporten como antigenos. Es
bien conocido que algunos agentes antimicrobianos pueden actuar como
haptenos, moléculas especificas pero carentes de inmunogenicidad, que, sin
embargo, en caso de combinarse con macromoléculas (proteinas del propio
organismo) que actiien como portadores (“carrier”), son capaces de inducir
respuestas especificas, frecuentemente perjudiciales para el individuo

tratado (reacciones alérgicas).

Desde hace tiempo se viene prestando atenciéon a otro tipo de
interacciéon entre los agentes antimicrobianos y el sistema inmune,
consistente en la capacidad de aquellos para modificar, de forma no
especifica, los mecanismos inespecificos y especificos de la inmunidad. En
algunos casos la modificaciéon de la relacién patégeno-hospedador por
agentes antimicrobianos puede contribuir a los efectos antimicrobianos; por
otra parte, hay que considerar las condiciones previas del hospedador vy,
especialmente, de su sistema inmune, que puede resultar determinante a la
hora de elegir agentes que, aparte de sus acciones antimicrobianas, tengan
repercusiones sobre los mecanismos inmunitarios. Estas propiedades
inmunomoduladoras de los agentes antimicrobianos son el objeto de
estudio en el presente trabajo, y los correspondientes efectos y mecanismos

de accion serdn revisados a continuacion.
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1.2.1.

Mecanismos de inmunomodulacion por agentes

antimicrobianos.

Jiménez-Valera et al. [1997] sefalan tres formas por las que los

agentes antimicrobianos pueden ejercer influencias no especificas sobre el

sistema inmunitario:

Actuando directamente sobre las células del sistema inmunitario.
Estos efectos pueden investigarse tanto in vivo (tratando animales de
experimentaciéon con el agente antimicrobiano) como in vitro

(incorporando el agente a cultivos de células inmunitarias).

Induciendo cambios en la superficie de los microorganismos
patégenos, haciéndolos mas susceptibles a los mecanismos efectores
del sistema inmune. Para investigar esto es necesario disefiar
sistemas in vitro, en los que los microorganismos son incubados
previamente en presencia de dosis subinhibitorias (inferiores a la
concentracion minima inhibitoria o CMI) del agente, y
posteriormente se someten a la accién de mecanismos efectores

(fagocitosis, lisis por complemento).

Causando la lisis de microorganismos, ya sean indigenas (miembros
habituales de la microbiota intestinal) o patégenos (en situaciones de
infeccién), y, en consecuencia, determinando la liberacién de
fracciones microbianas con actividad inmunomoduladora. Este
mecanismo puede sustentarse detectando las fracciones microbianas
activas in vitro (en sobrenadantes de suspensiones bacterianas sobre
las que ha actuado el agente) o in vivo (p.e., en la sangre de animales,
infectados experimentalmente o no, y tratados con el agente en

cuestion).
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1.2.2. Efectos de distintos grupos de agentes antibacterianos sobre el

sistema inmune.

En la Tabla 2 se presenta una clasificacion de las principales familias
de agentes antibacterianos. A continuacién, se describen los efectos

inmunomoduladores aportados por la revisién bibliogréfica.

1.2.2.1. Agentes &-lactamicos.

Este amplio grupo de agentes antibacterianos, caracterizados por
poseer un anillo Grlactamico, se subdivide en 4 familias [Yao y Moellering,

1999]:

® Penicilinas, en las que un anillo tiazolidinico se une al anillo &
lactdmico (lo que se puede considerar el resultado de la
condensacién de una L-cisteina y una D-valina), que a su vez va
unido a una cadena acilada (grupo amido) cuya naturaleza influye
de forma determinante en la actividad antibacteriana de la molécula
resultante [Davis, 1990]. Junto a la cladsica bencil-penicilina o
penicilina G, producto natural de Penicillium notatum descubierto en
1929 por Fleming, figuran los subgrupos de penicilinas
semisintéticas: resistentes a penicilinasa (meticilina, oxacilina,
cloxacilina, dicloxacilina), aminopenicilinas (ampicilina,
amoxicilina), carboxipenicilinas (carbenicilina, ticarcilina) y

ureidopenicilinas (mezlocilina, piperacilina).

¢ Cefalosporinas, constituidas por un anillo de dihidrotiazina unido al
aillo &lactamico. De acuerdo con los espectros de accion
(sucesivamente ampliados) se conocen hasta cuatro generaciones de
cefalosporinas: 1° generacién, de espectro reducido a bacterias
Gram-positivas y pocas Gram-negativas (cefalotina, cefazolina,

cefapirina, cefalexina); 2* generacién, con espectro expandido frente
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a bacterias Gram-negativas (cefaclor, cefamandol, cefuroxima,
cefoxitina, cefmetazol); 3* generacion, de amplio espectro (cefixima,
cefotaxima, ceftriaxona); y 4° generacién, cuyo amplio espectro ha
sido expandido frente a microorganismos produdores de &

lactamasas cromosémicas inducibles (cefepima, cefpiroma).

Monobactdmicos, moléculas con un tnico anillo, el &lactdmico, al
que se unen cadenas laterales; el tinico agente con uso clinico es el
aztreonam, de espectro reducido a bacterias Gram-negativas

cerobics (oroduzaon o no &rlactamasas).

Carbapenems, cuya estructura bdsica es similar a la de las
penicilinas, pero sustituyendo el azufre del heterociclo tiazolidinico
por un carbono; poseen el espectro mas amplio de los &lactdmicos,
ya que actta sobre bacterias Gram-positivas (con la excepcién de los
estafilococos resistentes a meticilina) y Gram-negativas, aerobias y
anaerobias. Los dos compuestos utilizados en clinica son el
imipenem (asociado a la cilastatina, que inhibe la dihidropeptidasa

renal, la cual inactiva al imipenem) y el meropenem.

Todos 1os ogentes &rlactdmicos comparten un mecanismo de accién

similar: se unen a proteinas de la superficie bacteriana, denominadas PBPs

(de “penicillin-binding proteins”), inhibiendo sus actividades enzimaticas

(necesarias para la sintesis del peptidoglicano), lo que tiene como

consecuencia la muerte de la bacteria, ya sea por fendmenos osméticos o

por autolisis [Mensa et al., 1997; Yao y Moellering, 1999]. Por tanto, son

agentes bactericidas, que acttian sobre bacterias en fase de crecimiento

[Mensa et al., 1997]. Dado que algunas moléculas de este grupo ven

limitadas sus excelentes cualidades antimicrobianas y farmacolégicas por

su susceptibilidod aenzimes baderioncs que rompen & anillo &rlactamico

(denominadcs, por dlo, &lactamasas), se ha propuesto su uso clinico
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codados a ogentes inhibidores de &lactamasas, como son el &cido
clavuldnico, el sulbactam o el tazobactam. Las asociaciones
amoxicilina/clavulanico, ticarcilina/clavuldnico, ampicilina/sulbactam y
piperacilina/tazobactam amplian los espectros respectivos que poseen las
correspondientes penicilinas [Mensa et al., 1997].

Efectos sobre fagocitos y citokinas proinflamatorias: La induccién
de citokinas proinflamatorias, por imipenem [Nufiez et al., 1989] y
cefalosporinas (cefalexina, cefamandol, ceftazidima) [Tufano et al., 1992], ha
sido demostrada desde hace afios. Algunos trabajos han demostrado
efectos estimuladores, sobre la actividad fagocitica y la produccién de IL-1
por macréfagos peritoneales, ejercidos por antibiéticos &rlactdmicos como
imipenem [Ortega et al., 1997] y aztreonam [Ortega et al., 1999]. La
asociaciéon amoxicilina/clavulanico incrementa la produccién de IL-1 e IL-8
por neutréfilos humanos estimulados con LPS [Reato et al., 1999].
Globalmente, Pierce et al. (1995) estimon que los cgentes Grlactamicos, in
vitro, ejercen efectos variables sobre el metabolismo oxidativo de los
neutroéfilos, medido por quimioluminiscencia. En efecto, algunos son
capaces de inhibir la mieloperoxidasa de los neutréfilos, o de acelerar la
detoxificacion de los radicales oxidantes producidos por estos leucocitos en
el curso de la fagocitosis [Labro, 2000]. De modo similar, hay descripciones
contrapuestas sobre la modulacién de la produccion de GM-CSF por
diversos tipos de células: la cefodizima estimula su produccién [Pacheco et

al., 1994], pero otras cefalosporinas lo deprimen [Lenhoff y Olofsson, 1996].

Efectos sobre la inmunidad especifica: Una referencia cldsica la
constituye el trabajo de Gillissen [1982], quien examiné los efectos de 10
cefalosporinas, administradas a dosis usadas en clinica, sobre la respuesta
de anticuerpos especificos en ratones inmunizados con hematies de
cordero; los resultados (potenciacion de la respuesta cuando se

administraron dosis tinicas, supresién cuando los animales recibieron series
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de tres dosis) resaltaron la importancia de la pauta de administracién y

pusieron de manifiesto la capacidad inmunomoduladora de estos agentes.

Tabla 2. Clasificacion de antibacterianos.
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Mecanismo de
accién

Inhibicién de la
sintesis de los
peptidoglicanos
y estimulaciéon de
autolisinas
bacterianas

Proteinas de unién

Diana

a la penicilina

Monobactdmicos

Clase

B-lactémicos:
Penicilinas

Cefalosporinas

Carbepenems

Agentes

Penicilina-G,
amoxicilina,meticilina,
carbenicilina.

Cefalotina, cefotaxima,
ceftriaxona, cefoxitima.

Imipenem.

Aztreonan

Inhibiciéon de la
sintesis de los
peptidoglicanos

Vancomicina.

Alteracion de la
membrana
bacteriana

Inhibicién de la
sintesis del dcido
micolico

Inhibicién de la
replicacién del
DNA

DNA girasa

DNA

Enzimas para la

D-Ala-D-Ala Glicopéptidos
Piruviltfransferasa Fosfomicina Fosfomicina.
Llpopollsggorldosy Polimixina Polimixina B, polimixina E.
fosfolipidos
Proteina
fransportadora de Isoniazida Isoniazida.
la acil-reductasa
Quinolonas

1° quinolonas
Fluorquinolonas
Desfluoroquinolo-
nas

Metronidazol

Sulfonamidas y

Ciprofloxacino, moxifloxacino.

Acido nalidixico.

Garenoxacino.

Metronidazol.

Trimetoprin sulfametoxazol.

Inhibicién de la
trascripcion

produccion del Trimetropim
tetrahidrofolato
RNA polimerasa Rifampicina Rifampicina.

Inhibicién de la
sintesis de
proteinas

Subunidad 30S
ribosomial

Subunidad 50S
ribosomial

Aminoglicésidos

Tetraciclinas

Macrolidos

Ketdlidos

Estreptograminas

Oxazolidinonas
Lincosaminas

Cloranfenicol

Estreptomicina, kanamicina,
gentamicina.

Doxiciclina, miociclina.

Eritromicina, claritromicina,
roxifromicina.

Telitromicina.
Quinupristin-dalfopristina.
Linezolina.

Clindamicina.

Cloranfenicol.
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Los efectos supresores de la piperacilina y, sobre todo, de la
mezlocilina in vivo han sido mostrados por Roszkowski et al. [1985b]:
depresién de la respuesta de anticuerpos frente a hematies de cordero, de la
linfoproliferacion en respuesta a mitégenos y de la hipersensibilidad
retardada a la oxazolona. Sin embargo, cefodizima es un potente
estimulador de la proliferacién de linfocitos en respuesta a mitégenos y de
la producciéon de anticuerpos [Van Vlem et al., 1996]. Asimismo, la
capacidad para producir IL-2 estd incrementada en los linfocitos de ratones
tratados con aztreonam [Ortega et al., 2000] y de seres humanos tratados

con cefotaxima [Bessler et al., 2000].

Modificacion de la superficie bacteriana: Frieling et al. [1997] han
comprobado efectos diferentes de agentes como cefuroxima e imipenem,
sobre Escherichia coli; las bacterias muertas por la cefalosporina
incrementaron su capacidad para estimular la produccién de citokinas
proinflamatorias por leucocitos periféricos, mientras que lo contrario
ocurrié con las muertas por el imipenem. Estas diferencias también se
extienden a la facilidad de ingestiéon por los fagocitos: Yokochi et al. [2000]
observan que los largos filamentos inducidos en Pseudomonas aeruginosa por
la ceftazidima son dificiles de fagocitar por macréfagos peritoneales,
mientras que las formas redondeadas que la misma bacteria produce en
presencia de imipenem son fagocitadas muy facilmente. Por su parte,
Cuffini et al. [1998] sefialan que la asociacién amoxicilina/clavuldnico
incrementa la susceptibilidad de una cepa de Streptococcus pneumoniae,
resistente a la penicilina, a la fagocitosis y muerte intracelular por

neutrdfilos.

Liberacién de fracciones bacterianas: Van Langevelde et al. [1998]
han mostrado que los agenfes &lactdmicos imipenem y cefamandol
inducen la liberacién de dcido lipoteicoico y fragmentos de peptidoglicano

de Staphylococcus aureus; los sobrenadantes que contienen estas fracciones
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son, a su vez, estimuladores de los leucocitos humanos de sangre periférica,

induciendo la produccién de TNF-G elL-10.

1.2.2.2. Aminoglicosidos.

La estructura de los aminoglicésidos contiene un anillo aminociclitol
(ciclohexitol con restos amino) unido (por uniones glicosidicas) a dos 0 més
azucares (uno de los cuales, al menos, debe ser un aminoazucar) [Davis,
1990]. Se trata de moléculas policatidnicas, que se unen a polianiones de la
superficie bacteriana, como el LPS de las bacterias Gram-negativas, para
penetrar por procesos de transporte activo [Mensa et al., 1997]. La accién
bactericida de los aminoglicésidos se debe a su capacidad para unirse
irreversiblemente a la subunidad 30 S del ribosoma bacteriano, inhibiendo
la sintesis proteica [Yao y Moellering, 1999]. Dentro de este grupo figuran
moléculas de origen natural (producidas por actinomicetos), como
estreptomicina, neomicina, kanamicina, tobramicina y gentamicina; y
productos semisintéticos, como la amikacina (derivada de la kanamicina)
[Yao y Moellering, 1999]. Son activos sobre bacterias Gram-negativas en
condiciones aerobias y sobre algunas bacterias Gram-positivas, como S.

aureus y micobacterias [Mensa et al., 1997; Yao y Moellering, 1999].

Efectos sobre fagocitos y citokinas proinflamatorias: Hay escasas
evidencias experimentales al respecto, lo que posiblemente se deba a que
estos agentes no se concentran en el interior de las células (de hecho,
aminoglicésidos como la gentamicina se utilizan en ensayos de fagocitosis
para eliminar las bacterias extracelulares) y no tienen, por tanto,
posibilidades de alcanzar niveles intracelulares que puedan interferir con
las funciones de la célula. En el trabajo in vitro de Pierce et al. [1995], los
aminoglicésidos mostraron efectos inhibidores sobre el metabolismo
oxidativo de los neutréfilos, con la notable excepcién de la estreptomicina

(que resulté potenciadora), pero las dosis usadas eran superiores a las
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concentraciones plasmaticas obtenidas en clinica. Segin Baronia et al.
[1998], la amikacina presente en formulaciones tépicas no altera la
respuesta de los monocitos a factores quimiotacticos del suero, pero induce
la liberacion de PDGF (“platelet-derived growth factor”), TGF
(“transforming growth factor”) y TNF-& por estcs Gilulas, lo que se
traduce, globalmente, en un efecto estimulante sobre el proceso de

cicatrizacion de heridas.

Efectos sobre la inmunidad especifica: También en este apartado la
bibliografia es muy escasa. Destaca la aportacion de Roszkowski et al.
[1985P], senalando el efecto supresor del tratamiento de ratones con
amikacina sobre las respuestas de células formadoras de anticuerpos (IgM e
IgG) frente a hematies de cordero y de hipersensibilidad retardada a la

oxazolona.

Modificacion de las propiedades inmunomoduladoras de bacterias:
En su estudio comparativo ya citado, Frieling et al. [1997] estimularon
leucocitos de sangre periférica con cultivos de E. coli muertos por calor o
por diversos agentes antimicrobianos, encontrando que las bacterias
tratadas con amikacina indujeron mayores niveles de IL-1 e IL-6 que las

muertas por calor.

1.2.2.3. Macrélidos.

La estructura quimica que caracteriza a los macrélidos es un anillo
macrolacténico de 14 (eritromicina, claritromicina, roxitromicina), 15
(Azitromicina) o 16 (espiromicina, josamicina) d&tomos de carbono, unido a
dos aztcares [Mensa et al., 1997]. Esta estructura es un caso particular
dentro de las moléculas conocidas como polikétidos, sintetizadas por
actinomicetos y hongos mediante condensacién de &cidos carboxilicos

pequefios como el acético, siendo caracteristica de ellas la presencia de

50



Introduccion

multiples grupos carbonilos o hidroxilos separados por un 4atomo de
carbono [Katz y Donadio, 1993; Hutchinson y Fujii, 1995]. Los macrélidos
son antimicrobianos de amplio espectro, de accién generalmente
bacteriostdtica, aunque a dosis altas pueden ser bactericidas; acttian
inhibiendo la sintesis proteica, porque se unen reversiblemente al
componente 23 S de la subunidad 50 S del ribosoma bacteriano,
bloqueando la translocacién de la cadena polipeptidica naciente [Yao y
Moellering, 1999]. Es interesante resaltar que los macrélidos son
concentrados por los fagocitos, alcanzando concentraciones intracelulares
entre 10 y 150 veces mayores que las extracelulares, segtin el agente de que
se trate [Mensa et al., 1997]; esta acumulacién intracelular es importante en
lo que se refiere a la accién antimicrobiana sobre microorganismos
intracelulares, pero también debe ser considerada como un componente
principal de la capacidad de estos agentes para modificar la capacidad de
respuesta de células implicadas en la inmunidad.

Efectos sobre fagocitos y citokinas proinflamatorias: Aunque hay
algunos resultados contradictorios al respecto [ver la revision de Jiménez-
Valera et al., 1997], recientemente se han acumulado numerosas evidencias
sobre los efectos inhibidores de los macroélidos sobre diversas funciones de
los fagocitos, resaltando su efecto inhibidor en la produccién de radicales
oxidantes por células estimuladas y en la produccién de citokinas
proinflamatorias. Estudios sobre la relaciéon estructura-actividad han
demostrado que s6lo los derivados de la eritromicina A afectan a la
explosion oxidativa fagocitica de una forma dependiente del tiempo y la
dosis [Abdelghaffar et al., 1997, Anderson et al., 1996]. Ademads, estos
agentes estimulan de forma directa la exocitosis por neutréfilos
[Abdelghaffar et al., 1996]. Los macroélidos interfieren en la produccién de
citokinas in vitro [Labro, 1998], generalmente disminuyendo la produccién
de citokinas proinflamatorias por fagocitos estimulados, mientras que se
incrementa la produccién de la citokina antiinflamatoria IL-10 [Kawasaki et

al, 1998]. Los estudios in vivo han mostrado que la azitromicina, a las dosis
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clinicas usuales, no tiene efectos antiinflamatorios en las vias respiratorias
de sujetos sanos expuestos a ozono [Criqui et al., 2000], pero la eritromicina
y la josamicina inhiben el dafio tisular causado por la deposicién
intrapulmonar de inmunocomplejos, aparentemente por la inhibicion de la
liberacién de citokinas como IL-1 y TNF-O (Tamooki et al., 1999]. La
modulacién en la produccién de citokinas proinflamatorias ha sido también
observado en eosinéfilos [Kohyama et al, 1999] y en células no fagociticas
[Schultz et al., 1998]. En términos generales, la supresién de la liberacion de
citokinas proinflamatorias, va acompafiada por una disminucién paralela
de la expresion del RNA mensajero. En estudios in vitro, se ha demostrado
que la roxitromicina inhibe la produccién de IL-1 y TNF-& por monodtos
humanos [Suzaki et al., 1999], asi como la produccién de metabolitos
oxidativos por neutréfilos, inhibicién que no se consigue evitar mediante el
tratamiento de las células con citokinas como GM-CSF, IFN-8 0 |cs propics
IL-1 y TNF-& (Vazifeh et al., 2000]. Estos efectos de la roxitromicina son
también demostrables in vivo, aunque para ello se requieren tratamientos
largos (> 7 semanas) [Suzaki et al., 1999]. Igualmente, se ha demostrado que
la claritromicina inhibe diversas funciones de los neutréfilos (quimiotaxis,
mecanismos microbicidas intracelulares) [Kadir et al., 2000], y tiene un
importante potencial de aplicaciones clinicas ya que suprime las reacciones
inflamatorias locales y sistémicas debidas al trauma quirtargico, por lo que
puede utilizarse simultdneamente para prevenir complicaciones infecciosas
y como antiinflamatorio [Woo et al., 19992]. Esta accién inhibidora de la
claritromicina se extiende a la produccién de citokinas por las células Tul
[Morikawa ef al., 2002]. La eritromicina inhibe la produccién de metabolitos
oxidativos por fagocitos [Pierce et al., 1995], pero favorece la
desgranulacién de los neutroéfilos, con lo que incrementa la liberacién de

péptidos antimicrobianos [Schultz et al., 2000].

Estas propiedades de los macrélidos han promovido investigaciones

sobre su posible uso como agentes antiinflamatorios, especialmente en
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estados inflamatorios de la mucosa respiratoria [lino et al., 1992]. Una
observacién crucial al respecto ha sido la de que los macrélidos (y en
concreto, la claritromicina) reprimen, en células de la mucosa bronquial
humana, la transcripcién del gen que codifica para IL-8, impidiendo la
unién de la proteina activadora AP-1 a su sitio en la regiéon del promotor de
dicho gen [Abe et al., 2000]. En el mismo sentido, Tamaoki [2004] recoge
varias publicaciones que demuestran un efecto inhibidor de macrélidos
como eritromicina y claritromicina sobre la activacion del factor de
transcripcion NF-€B, |0 que significa que estos agentes son acopacss de
modular negativamente una via de transduccién de sefiales de activacién
muy importante en las células inflamatorias. La capacidad de macrélidos
como eritromicina, claritromicina, azitromicina y roxitromicina para inhibir
la produccién de citokinas proinflamatorias, la quimiotaxis e infiltracién de
neutroéfilos en la mucosa de las vias respiratorias, y la secrecién de moco,
hace que se haya propuesto su uso en la terapia de enfermedades como
panbronquiolitis difusa, fibrosis quistica, asma, sinusitis crénica y

bronquiolitis crénica [Siddiqui, 2004; Tamaoki et al., 2004].

Efectos sobre la respuesta inmune especifica: Las evidentes
limitaciones introducidas en los modelos experimentales (dosis del agente
antimicrobiano, duracién del tratamiento, naturaleza del antigeno de
prueba, clases de inmunoglobulinas medidas, etc.) hacen que la falta de
actividad modificadora de la respuesta de anticuerpos descrita en los
primeros estudios con ratones tratados con eritromicina y claritromicina
[recogidos por Jiménez-Valera et al., 1997] no constituya una evidencia
definitiva en contra de la modulacién de la inmunidad humoral por este
grupo de agentes. Por ello, no es sorprendente que Sato et al. [1999] hayan
descrito un efecto potenciador de la eritromicina sobre la respuesta de
células Tul a la inmunizacién de ratones con el DNA plasmidico que
constituye una vacuna de DNA, lo que se traduce en un incremento de la

produccién de anticuerpos de la subclase IgG2a frente a los epitopos
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codificados por la vacuna, asi como de la produccién de IFN-G por |cs
células Tul especificas para dichos epitopos y de la generacién de linfocitos
T citotoxicos; estos autores sugieren que el efecto potenciador del
macroélido estd mediado por la estimulaciéon de la actividad de las células

accesorias, presentadoras de antigeno.

Ciertamente, la capacidad de los macrdlidos para modular la
respuesta de las células T estd bien fundamentada, aunque los factores
implicados deben ser complejos: asi, la adicién de algunos macrélidos al
medio de cultivo inhibe la linfoproliferaciéon en respuesta a mitégenos
[Morikawa et al., 1994], pero el tratamiento in vivo puede incrementar la
proliferaciéon en respuesta al mitégeno de células T, concanavalina A
[Konno et al., 1992]. La importancia de la duracién del tratamiento la han
mostrado Konno et al., en sucesivas publicaciones [1992, 1993]: el
tratamiento de ratones con roxitromicina, de dos a cuatro semanas,
estimula la produccién de IL-2, pero si se prolonga seis semanas, el efecto
es inhibitorio. La roxitromicina parece suprimir la respuesta de las células
TH2, lo que incluye la inhibicién de la secrecion de IL-4 [Konno et al., 1994].
Como esta respuesta es necesaria para la formacion de anticuerpos de la
clase IgE, se ha propuesto que la roxitromicina puede ser beneficiosa para
el tratamiento del asma debida a la hipersensibilidad inmediata [Konno et
al., 1993]. Un aspecto importante del trabajo de Morikawa et al. [1994] es la
observacion de que la asociacion de macrdlidos y de agentes
inmunosupresores como ciclosporina A o tacrolimus incrementa el efecto
supresor sobre la proliferacion de las células T, lo que puede tener
relevancia en determinadas situaciones clinicas (receptores de transplantes

alogénicos, enfermos con procesos inflamatorios).
Liberacion de fracciones bacterianas: La eritromicina es uno de los

agentes inhibidores de sintesis proteica de los que Van Langevelde et al.

[1998] han demostrado que no favorecen la liberacién de fracciones activas
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(peptidoglicano, dcidos teicoicos) por S. aureus. Por tanto, este no parece ser
uno de los mecanismos que expliquen la inmunomodulacién por

macroélidos.

Modificacion de la superficie bacteriana: Se ha descrito que el
tratamiento de Haemophilus influenzae con concentraciones subinhibitorias
de azitromicina aumenta la opsonizacién dependiente de la activaciéon del
complemento [Bonnet y Van der Auwer, 1993]. Otro posible efecto del
tratamiento de bacterias con macrélidos a dosis inferiores a los
correspondientes valores de CMI consiste en incrementar la susceptibilidad
de las bacterias fagocitadas a los mecanismos de muerte intracelular, como
han demostrado Braga et al. [1998] con S. aureus, neutréfilos y el nuevo

macroélido rokitamicina.

1.2.2.4. Tetraciclinas.

Las tetraciclinas son polikétidos aromadticos (cuatro anillos
condensados) producidos por actinomicetos [Hutchinson y Fujii, 1995].
Estos agentes entran en las bacterias por un proceso de transporte activo,
que consume energia, y una vez dentro se unen a la subunidad ribosomial
30 S, donde bloquean el acceso del aminoacil-tRNA al complejo mRNA-
ribosoma, inhibiendo la sintesis de proteinas [Yao y Moellering, 1999]. Sus
efectos son, en general, bacteriostaticos [Mensa et al., 1997]. Suelen
agruparse, seglin sus pardmetros farmacocinéticos, en tetraciclinas de vida
media corta (< 9 h), como la propia tetraciclina, la clortetraciclina y la
oxitetraciclina; de vida media intermedia (12 h), la demeclociclina; y de
vida media larga (> 15 h), como doxiciclina y minociclina [Mensa et al.,

1997].

Efectos sobre fagocitos y citokinas proinflamatorias: Desde los

primeros estudios sistemadticos sobre efectos de antimicrobianos en la
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fagocitosis, se sabe que las tetraciclinas inhiben la quimiotaxis pero
estimulan la ingestién de particulas por los fagocitos [Mandell, 1982]. En lo
que se refiere a la formacién de citokinas proinflamatorias, hay datos
discrepantes entre la minociclina, que incrementa su produccién por
macréfagos estimulados con LPS [Kloppenburg et al., 1996], y otros
compuestos de este grupo (tetraciclina, doxiciclina), que la inhiben en
situaciones tan extremas como un modelo experimental de choque por
endotoxina [Milano et al., 1997], y que de hecho se utilizan en clinica, en
ciertos casos, como agentes antiinflamatorios [Lamster et al., 1996; Solomon
et al., 2000]. Recientemente, Attur et al. [1999] han propuesto un mecanismo
para esta accion antinflamatoria, observando que la doxiciclina y la propia
minociclina inhiben la produccién de intermediarios de nitrégeno reactivo
pero estimulan la de prostaglandina 2 por macréfagos estimulados con
LPS. El uso de la minociclina en el tratamiento del acné se basa en su
capacidad para inducir la liberacién de un neuropéptido antiinflamatorio
por los queratinocitos [Sainte-Marie et al., 1999]. Por un mecanismo similar
se justifica su aplicacion terapéutica en periodontitis [Williams et al., 2001].
Incluso se han documentado bases experimentales para proponer el uso de
minociclina como agente terapéutico y antiinflamatorio en encefalomielitis
autoinmune y esclerosis multiple [Popovic et al., 2002]. La doxiciclina se
utiliza en infecciones de la superficie ocular y en periodontitis, en cuya
aplicacion clinica se ha mostrado que son las propiedades antiinflamatorias
de la molécula, administrada en dosis sub-antimicrobianas, las

responsables del efecto terapéutico [Walker et al., 2000].

Efectos sobre la respuesta inmune especifica: La inmunomodulacién
por tetraciclinas afecta a la respuesta de anticuerpos. Woo et al. [1999°] han
examinado la influencia de varios antimicrobianos sobre la respuesta de
anticuerpos del ratén en tres modelos distintos de inmunizacién: por via
parenteral, con un antigeno timo-independiente; por via parenteral, con un

antigeno timo-dependiente; y a nivel mucosal, con una vacuna viva; los
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resultados muestran que la doxiciclina ejerce un efecto supresor de la
respuesta de anticuerpos especificos en los dos primeros casos y
potenciador en el ultimo. Los efectos antiinflamatorios de la doxiciclina,
mencionados en el apartado anterior, se explican, al menos parcialmente,
por su capacidad de inducir apoptosis en las células T activadas [Liu et al.,

1999].

La minociclina es un tipico agente inmunomodulador, con efectos
complejos sobre el sistema inmune. La observacion de que esta molécula es
capaz de mejorar los cuadros de artritis, hasta el punto de ser considerada
dentro del arsenal terapéutico frente a este trastorno inmunopatolégico
[Choy y Scott, 1997], ha encontrado ya una convincente base experimental:
la minociclina inhibe la proliferaciéon de clones de células T sinoviales y su
produccién de IFN-G (Kloppenlourg et al., 1993], y deprime la produccién
de IL-2 por células T y la capacidad de respuesta de las propias células T a
esta citokina [Kloppenburg et al., 1995]. La complejidad de accién de la
minociclina viene ilustrada por sus efectos distintos sobre células T,
suprimiendo la produccién de IFN-& y de TNF-Q, y sobre monodtos,
estimulando la liberacién de TNF-G y de IL-6 [Kloppenburg et al., 1996].
Mas todavia, se ha descrito un caso en el que el tratamiento con minociclina
ha desencadenado un sindrome con fiebre, linfadenopatia, linfocitosis,
eosinofilia, hepatitis y edema pulmonar, atribuido a la liberacién masiva de
citokinas, comportamiento que ha sido comparado al de un superantigeno

[Macneil et al., 1997].

1.2.2.5. Fluoroquinolonas.

La denominacién “quinolonas” incluye una serie de compuestos
antimicrobianos que comparten una estructura bésica, la 4-oxo-1,4-
dihidroquinoleina, con dos anillos condensados en los que se pueden

introducir diversas sustituciones originando varias subfamilias de
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moléculas: derivados de la 4-quinolona, de la naftiridina, de la cinolina y de
la piridopirimidina [Gobernado y Santos, 1988]. Las modificaciones
quimicas se asocian con cambios en el espectro de accién antimicrobiana, y

asi aqui también se habla de “gene raciones”[Yao y Moellering, 1999]:

e 17 generacion: corresponde a los compuestos mds antiguos de este
grupo, como son los &cidos nalidixico (el primero, sintetizado en
1962), oxolinico y pipemidico, de espectro reducido a bacterias
Gram-negativas, y que, en razén de su rdpida eliminacién por la

orina, se utilizaron en la terapia de las infecciones urinarias.

e 27 generacidn: son las fluoroquinolonas, en las que la introduccién de
un dtomo de fldor unido al carbono 6 del doble anillo quinolénico
mejora las propiedades farmacoldgicas y amplia notablemente el
espectro de accion (bacterias Gram-positivas y Gram-negativas);
figuran en esta generacion agentes de gran utilidad clinica, como son
norfloxacino (la primera fluoroquinolona en aparecer, en 1978),
enoxacino, ofloxacino, ciprofloxacino, fleroxacino, pefloxacino y

lomefloxacino.

e 37 generacién: corresponde a moléculas con mayor espectro de
actividad (especialmente ampliada frente a cocos Gram-positivos),
tales como esparfloxacino, grepafloxacino, moxifloxacino y
trovafloxacino (este dltimo retirado del mercado por su

hepatotoxicidad).

Las quinolonas son agentes bactericidas, que inhiben la girasa de
DNA o topoisomerasa II, con lo que se bloquea la replicacién y reparacién
del DNA bacteriano; las moléculas de 3" generacién también inhiben las
topoisomerasas de tipo IV [Yao y Moellering, 1999]. Aunque su afinidad

por las enzimas eucariticas es muy baja (de ahi su buen indice
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terapéutico), hay que tener presente que estos agentes se concentran en el
interior de los fagocitos, alcanzando niveles hasta 14 veces superiores a los

del medio extracelular [Yao y Moellering, 1999].

Efectos sobre fagocitos y citokinas proinflamatorias: Segun
Roszkowski et al. [19852], el ciprofloxacino aumenta la respuesta de
quimioluminiscencia en neutréfilos humanos enfrentados a estafilococos
sin opsonizar. El efecto estimulador de las quinolonas sobre fagocitos ha
sido corroborado recientemente por Azuma et al. [1999]: in vitro, varias
fluorquinolonas mostraron su capacidad para inhibir la quimiotaxis e
incrementar la generacion de anién superéxido en macréfagos. Se ha
observado sinergismo significativo entre los radicales oxidantes
incrementados y la actividad antibacteriana intracelular de varias
fluoroquinolonas [Van Rensburg et al., 1990]. Entre citokinas como G-CSF
y ofloxacino se ha demostrado un efecto sinérgico para la actividad
bactericida de neutroéfilos [Kropec et al.,, 1995]. Algunos autores han
observado que altas concentraciones de ofloxacino y fleroxacino (25-100
mg/l) potencian la medida de fagocitosis por quimioluminiscencia,
mientras que otras quinolonas (esparfloxacino, lomefloxacino,
grepafloxacino, etc) la disminuyen significativamente [Kubo et al., 1994].
Estudios complementarios del mismo grupo sugirieron que el incremento
inducido por ofloxacino en la respuesta oxidativa por neutrdfilos fue
debida a una potenciaciéon de la protein-kinasa C (PKC) [Nagafuji et al.,
1993; Matsumoto et al., 1995]. Un efecto potenciador similar en la explosién
oxidativa de neutréfilos se ha visto con ofloxacino, fleroxacino,
esparfloxacino, y levofloxacino en macréfagos de rata [Azuma ef al., 1999].
Todas las quinolonas, en mayor o menor grado, pero de forma significativa,
alteran la quimiotaxis de macréfagos de rata de forma dependiente de la
dosis. Los efectos de las quinolonas en la produccién de citokinas por
monocitos estdn ampliamente estudiados: A altas concentraciones,

pefloxacino y ciprofloxacino disminuyen la produccién de IL-1 por
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monocitos estimulados con LPS, y ofloxacino y ciprofloxacino disminuyen
la produccion de TNF-a. Un efecto supresor se ha observado a
concentraciones terapéuticas de trovafloxacino, en la sintesis de IL-1a, IL-6,
IL-10, GM-CSF, y TNF-0, por monocitos humanos estimulados con LPS
[Khan et al., 1998]. Estos efectos supresores se atribuyen a varios
mecanismos, como la acumulacién de AMP ciclico y la inhibicién de la

activacion de factores de transcripcion como NF-xB [Dalhoff y Shalit, 2003].

Efectos sobre la respuesta inmune especifica: Al igual que ocurre en
los fagocitos, las quinolonas se concentran en el citoplasma de las células
inmunocompetentes, lo que puede traducirse en modificaciones de las
funciones celulares [Gootz et al., 1990]. Cuando se incuban linfocitos en
presencia de ciprofloxacino, a concentraciones similares a las plasmaticas
que se consiguen en clinica, se observa un incremento en la incorporacién
de timidina tritiada inducida por fitohemaglutinina A (PHA, mitégeno de
células T) [Forsgren et al., 1986]. La interpretacién comtn de este hecho es
que hay un incremento de la proliferacién de las células T, pero en realidad
lo que ocurre es que la base pirimidinica se acumula como consecuencia de
la inhibicién de la sintesis de pirimidinas por la ruta de novo [Forsgren et
al., 19872]; en realidad, el resultado es el contrario: el ciprofloxacino in vitro
bloquea la progresion de los linfocitos en el ciclo celular, asi como la
sintesis de inmunoglobulinas por células B [Forsgren et al., 1987°]. Los
primeros ensayos in vivo apuntaron a un efecto potenciador del
ciprofloxacino sobre la respuesta de anticuerpos especificos en ratones
inmunizados con hematies de cordero [Roszkowski et al., 1986], pero la
situacion es mds compleja, ya que variando la pauta y la duracién del
tratamiento se ha podido poner de manifiesto una accién moduladora, en
la que la produccién de anticuerpos de la clase IgM se ve inalterada o
potenciada, pero la de IgG se ve suprimida [Jiménez-Valera et al., 1995]. La
liberacién de fracciones activas por la microbiota intestinal afectada por el

agente de amplio espectro puede ser un componente importante en la
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modificaciéon de la respuesta de anticuerpos, asi como en la supresion,
asimismo observada, de las respuestas de hipersensibilidad retardada y de
linfoproliferaciéon en respuesta a mitégenos [Jiménez-Valera et al., 1995]. El
levofloxacino también inhibe la linfoproliferaciéon en respuesta a PHA,
aunque sorprendentemente estimula la produccién de IL-2 [Yoshimura et
al., 1996]. Este efecto estimulador de la liberacion de IL-2 ha sido
igualmente observado con ciprofloxacino, pero la interpretacién es que
ocurre como consecuencia de un conjunto de mecanismos evocadores de la
tipica respuesta al estrés de las células de mamifero [Riesbeck et al., 1998]. A
nivel de la modulacién de las vias intracelulares de transduccién de
sefiales, la superinducciéon de citokinas como IL-2 o IFN-y por
fluoroquinolonas se asocia a una modulacién positiva de la activacién del
factor de transcripcion AP-1 [Riesbeck, 2002]. La aplicaciéon de la
metodologia de micromatrices (“microarrays”) ha permitido establecer que
la incubacién de linfocitos humanos con ciprofloxacino incrementa la
transcripcion de mds de un centenar de genes (entre ellos, genes de
interleukinas, moléculas de adhesién, moléculas de vias de sefializacion
intracelulares, reguladores del ciclo celular, moléculas relacionadas con la
apoptosis), mientras que otros tantos resultaron reprimidos, panorama
sorprendente que parece coherente con la hipétesis de una respuesta

celular al estrés [Eriksson et al., 2003].

1.2.3. Efectos de distintos grupos de antifungicos sobre el sistema

inmune.

En la Tabla 3 se presenta una
clasificacion de familias de
agentes  antifingicos. No
existen demasiados estudios
sobre los efectos de estos
agentes en el sistema
inmunitario, en comparacion
con los antibacterianos. Sin
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embargo, en los individuos
con inmunodepresiéon grave,
las infecciones fuingicas son
graves y, aunque sean
tratadas con éxito, tienen un
riesgo aumentado de recidiva
tras la retirada del
tratamiento. Por este motivo
parece interesante determinar
en qué forma afectan estos
grupos terapéuticos al sistema
inmune deteriorado.

Tabla 3. Clasificacion de los farmacos antifingicos.

Mecanismo de accién Clase \ Agente

Alteran la permeabilidad
de la membrana

Inhiben la sintesis del

Poliénicos Anfotericina B, nistatina

Alaninas Naftifina, tferbinafina.

Morfolina Amorolfina
Azoles Miconazol, ketoconazol,

fluconazol, itraconazol

Interaccién con los : ,
! B Benzofuranos Griseofulvina
microtlbulos

Inhiben la sintesis de los e
g ) Pirimidinas
Acidos nucleicos

Fluocitosina

Inhiben
competitivamente la Polioxinas, nikkomicinas

quitina sintetasa

Inhiben la Equinocardinas,
lucanosintetasa papulocandinas

Caspofungina

Formacion de complejos Benanomicinas,
con los mananos pradimicinas

1.2.3.1. Derivados imidazdlicos.

Los antifangicos azdlicos o azoles, son un grupo de farmacos

fungistaticos sintéticos que se caracterizan por poseer un anillo imidazoélico
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que contiene dos o tres nitrégenos. En funcién de esta tiltima caracteristica

los azoles se dividen en imidazoles y triazoles.

Todos ellos acttan inhibiendo la enzima 14-ademetilasa. Esta
inhibicién se produce al formarse un complejo del azol con una parte del
citocromo P-450 del hongo. El bloqueo de esta enzima impide la conversién
de lanosterol en ergosterol, que es un componente fundamental de la
membrana citoplasmatica del hongo, y produce una alteraciéon de la
permeabilidad de la membrana y acumulacién de peréxidos que la dafian

[Lumbreras et al., 2003].

Los imidazoles significaron una considerable aportacion al
tratamiento de las infecciones fiingicas; sin embargo, la existencia de
limitaciones relacionadas con su reducido espectro de actividad, su escasa
biodisponibilidad y la posibilidad de aparicién de efectos secundarios

graves, restringieron su empleo.

Los triazoles poseen el mismo mecanismo de accién que los
imidazoles, pero con un espectro antifingico superior y menos efectos
secundarios. En la actualidad existen tres triazoles utilizados como
antiftingicos sistémicos: fluconazol, itraconazol y voriconazol, y varios mas

en fases avanzadas de desarrollo (posaconazol, ravuconazol, etc.).

Efectos sobre fagocitos y citokinas proinflamatorias: Del fluconazol
existen mds referencias que del resto de los antiftingicos de este grupo,
entre otras razones por ser el mds utilizado en el caso de infecciones
sistémicas graves. Zervos et al. [1996] demostraron que el fluconazol
aumenta la actividad bactericida de los neutréfilos in vitro. A este
mecanismo se ha atribuido el efecto beneficioso del fluconazol en el shock
séptico, puesto de manifiesto por Jacobs et al. [2003]. Las combinaciones de

fluconazol con diversas citokinas (IFN-y, TNF-o, GM-CSF, IL-4 e IL-10)
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incrementan la produccién de radicales de nitrégeno activo y, en
consecuencia, la actividad microbicida de los macréfagos humanos [Baltch

et al., 2001].

Efectos sobre la respuesta inmune especifica: En general, los
derivados azolicos tienen un moderado efecto inmunosupresor, excepto el
fluconazol, que no parece poseer propiedades inmunomoduladoras
[Yamaguchi et al., 1993]. Los antifiingicos de este grupo disminuyen la
secrecion de IL-4 e IL-5, sin alterar la produccién de IFN-y o IL-2; parece
que la supresiéon de estas interleukinas se debe a la reduccién de la sefial
de la 3"-5"-ciclo adenosina monofosfato [Kanda et al., 2001]. Un trabajo
reciente indica que el itraconazol inhibe la actividad de la proliferacién de
los linfocitos T in vitro [Cooper et al., 2003]. El voriconazol no tiene efectos
inhibidores sobre la maduracién y activacién de las células dendriticas ni
efectos sobre la proliferacion de los linfocitos T [Heather et al., 2003].

1.2.3.2. Alaninas.

Esta clase de antiftingicos
sintéticos ejerce su accion
mediante la inhibicién de la
escualeno espoxidasa, una
enzima implicada en la
sintesis del ergosterol. Son
farmacos de gran afinidad por
las enzimas fangicas, que
apenas muestran
interacciones con las enzimas
de los mamiferos. Existen dos
alaninas comercializadas la
naftilfina y la terbinafina. Solo
en el caso de la terbinafina
encontramos comercializada
una presentacién oral y puede
que en un futuro sea
considerada una alternativa
terapéutica para las micosis
sistémicas. No hemos
encontrado bibliografia
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relevante sobre sus posibles
efectos inmunomoduladores.

1.2.3.3. Pirimidinas fluoradas.

Flucitosina, fluorocitosina o 5-fluorocitosina es el tinico antiftingico
perteneciente a la clase de las pirimidinas, la cual acttia sobre la sintesis de
los acidos nucleicos [Arikan, S. y Rex, J.H., 2003]. Este compuesto es un
profdrmaco que debe ser metabolizado por las enzimas fliingicas para ser
activo. La flucitosina penetra en el interior de la célula fangica tras
contactar con una enzima de membrana llamada citosina permeasa. Ya en
el interior de la célula, la flucitosina es desaminada a 5-fluoruracilo, tras lo
que se producen varias fosforilaciones que acaban de generar 4cido 5-
fluoruracilo, el cual se incorpora a la cadena de ARN, lo que ocasiona la
producciéon de ARN aberrante. Ademads, este compuesto puede
metabolizarse a dcido 5-fluordeoxiuracilico, que es un potente inhibidor de
la timidilato sintetasa, enzima esencial para la sintesis de ADN. Estas
acciones inhiben el crecimiento de las células fangicas, pero no causan su
muerte, por lo que la flucitosina es un compuesto fungistatico [Cuenca et

al., 2002].

Las referencias sobre interacciones entre flucitosina y sistema
inmune son muy escasas y relativamente antiguas. Se ha descrito ausencia
de actividad moduladora sobre la capacidad de proliferaciéon de linfocitos
murinos [Roselle y Kauffman, 1978] y humanos [Roselle y Kauffman, 1980],

asi como sobre otros pardmetros inmunitarios.

1.2.3.4. Antibiéticos.

1.2.3.4.1. Antibi6ticos poliénicos.

Los polienos son moléculas
macrélidas  con  cadenas
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insaturadas que presentan un
amplio espectro de actividad
antifingica. Se conocen mds
de doscientos compuestos
dentro de esta clase, los cuales
muestran varias
caracteristicas comunes. La
primera de ellas es una escasa
biodisponibilidad  digestiva,
lo que conlleva que no existan
presentaciones orales de estos
tdrmacos. La segunda es su
baja solubilidad en agua, que
crea problemas para tener
formulaciones intravenosas. Y
la tercera es su toxicidad, lo
que obligo a detener el
desarrollo farmacolégico de
casi todas estas moléculas.
Empezaron a estudiarse a
mediados del siglo XX y en la
actualidad sélo perviven la
anfotericina B y la nistatina.

La anfotericina B fue aislada en 1955 de un actinomiceto
denominado Streptomyces nodosus y ha sido el foirmaco maés utilizado en el
tratamiento de las infecciones fungicas profundas. Por la experiencia
acumulada sigue siendo considerado el patrén en la comparacién de

farmacos antimicéticos.

Su estructura quimica formada por una porcién hidréfila, carbonos
hidroxilados, y otra hidréfoba, lo convierten en una molécula anfipatica
responsable de su mecanismo de acciéon sobre las membranas celulares.
Puede comportarse como fungicida o fungistiatico dependiendo de la
sensibilidad del hongo y de la concentracién de la anfotericina en el lugar

de accion.

Su mecanismo de accién, se debe a la avidez por los esteroles de las

células eucariotas, pero tiene una mayor afinidad por el ergosterol de los
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hongos que por el colesterol, que es el principal esterol de las membranas
plasmaticas de las células animales. Como consecuencia de ésta unién se
altera la permeabilidad de la membrana del hongo, aparece un poro, y se
crea un canal i6nico transmembrana; este hecho provoca una salida masiva
de iones y la consiguiente destruccién de la célula fingica. Asi mismo
existen otros mecanismos de accién colaterales, pero que son pocos
conocidos. Se cree que su unién con esteroles intracelulares puede causar
dafios celulares. Ademds parece activar mecanismos oxidativos y
determinadas funciones de los linfocitos, como la secrecién de citokinas

[Cuenca et al., 2002].

Debido a su gran toxicidad, se han buscado numerosas
formulaciones que buscan conservar la actividad de la anfotericina B,
minimizando los efectos colaterales indeseables. En la actualidad contamos

con nuevas formulaciones como:

e Anfotericina B liposémica: se encuentra comercializada como
AmBisome®, el firmaco activo se encuentra incluido en los
liposomas. Con esta formulacion se consigue disminuir la toxicidad
de la anfotericina B convencional manteniendo el mismo espectro de
accién. Existen numerosos estudios comparativos en cuanto a la
eficacia de la anfotericina B liposomial con la convencional
quedando demostrado al menos una eficacia similar y un menor
porcentaje de efectos adversos. No obstante su elevado coste ha

limitado su uso [Walsh et al., 2002].

¢ Complejo lipidico de anfotericina B: es un complejo formado por
concentraciones casi equimoleculares de anfotericina B y lipido.
Permite administrar dosis cinco veces superiores a la de la
anfotericina convencional porque aumenta su tolerancia.

Comercializada como Albecet®.
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¢ Anfotericina B en dispersiéon coloidal: Complejo estable de
anfotericina B y sulfato de colesterol en una relacién 1:1 molar.

Comercializada como Amphocil®.

La nistatina produce unos efectos téxicos tan graves que no puede
emplearse en infusién parenteral. Su mecanismo de accién es similar al de
la anfotericina B. En el caso de la nistatina también encontramos una
presentacioén liposomal, Nyostran®. Se encuentra actualmente en fase de
evaluacion, aunque los datos publicados obtenidos de modelos animales,
asi como algunos casos de tratamientos en humanos parecen confirmar una

buena alternativa terapéutica [Cuenca y Rodriguez-Tudela, 2002].

Efectos sobre fagocitos y citokinas proinflamatorias: La anfotericina
B convencional, a dosis bajas, tiene efectos estimuladores sobre los
macroéfagos, incrementando la quimiotaxis, la expresion de moléculas de
adhesiéon en la superficie celular, la actividad fagocitica y el potencial
microbicida intracelular debido a la formacién de radicales de nitrégeno
activo [Tohyama et al., 1996; Rogers et al., 2000; Reyes et al., 2000]. A dosis
altas, los efectos son de inhibicién, lo que puede estar asociado a su
capacidad para inducir apoptosis [Reyes et al., 2000]. También es
importante el tipo de célula afectada: en los neutroéfilos, anfotericina B actta
como un antioxidante intracelular que inhibe la generaciéon de radicales
oxidantes antimicrobianos [Reyes et al., 2000]. También es de suma
importancia la formulaciéon farmacéutica: la induccién de citokinas
proinflamatorias como IL-1, TNF y IL-12 es mayor en los tratamientos con
anfotericina B convencional que con la formulacién liposémica, la cual, en

cambio, inhibe la apoptosis inducida por otros agentes [Reyes et al., 2000].
Efectos sobre la respuesta inmune especifica: Algunos estudios

clasicos demostraron que la anfotericina B estimula la proliferacién de

linfocitos B in vitro en respuesta a mitégenos y deprime algunos pardmetros
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de inmunidad celular, como la hipersensibilidad de contacto, propiedades
inmunomoduladoras que siguen presentes en derivados atoxicos del
antifungico [Roselle y Kauffman, 1980; Sarthou et al., 1986]. Estudios
posteriores han evidenciado que la anfotericina B ejerce efectos supresores
sobre los linfocitos T CD8*, lo que debe ser tenido en cuenta cuando se
administre a pacientes inmunosuprimidos [Geginat et al., 1999]. Este efecto
ocurre tanto con la anfotericina tradicional como con la liposémica y

depende de la dosis [Kretschmar et al., 2001].

1.2.3.4.2. Antibi6ticos no poliénicos.

Dentro de los antibiéticos encontramos también de estructura no
poliénica, como la griseofulvina, producida por varias especies de
Penicillium, especialmente P. griseofulvum. Su mecanismo de accién se basa
en impedir la reproduccién del hongo porque interacciona con los
microtibulos, lo que provoca una interferencia en la formacién del huso
mitotico, por lo que afecta a las células en division. Aparte de esto existen
muchas pruebas que demuestran que el fairmaco se une al RNA, por lo que

inhibe la sintesis de los acidos nucleicos [Arikan y Rex, 2003].

La griseofulvina tiene especial afinidad por las células productoras
de queratina, células de la piel, pelo y ufas, se fija a ellas con gran
intensidad; de tal forma que a medida que va creciendo el nuevo tejido se
hace resistente a la accién del hongo y se va eliminando el tejido infectado.
Este es uno de los motivos por los que las tifias son tediosas de curar,
variando la duracién del tratamiento entre semanas o meses, dependiendo

de la velocidad de crecimiento del tejido infectado.
No se ha prestado atencién a las propiedades inmunomoduladoras

de la griseofulvina, a pesar de que hay evidencias experimentales sobre su

capacidad para modular la expresién de moléculas superficiales implicadas
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en las funciones de las células inmunitarias. La griseofulvina reduce la
expresiéon de moléculas de histocompatibilidad de clase II inducida por
tratamiento con IFN-y, sin afectar a la expresion de la molécula de adhesién
ICAM-I [Tamaki et al., 1992]. En una publicacién mds reciente, se extiende
este efecto inhibidor a la expresion de VCAM-1 y E-selectina inducidas por
TNF-0, confirmando la ausencia de efecto apreciable sobre ICAM-1

[Ashaina et al., 2001].

1.2.3.5. Equinocardinas.

La caspofungina es el primer representante de una nueva familia de
antifingicos, denominados equinocardinas, que se caracterizan por actuar
en una diana fangica, la pared del hongo, distinto de la del resto de los
antifingicos disponibles. La caspofungina es un lipopéptido ciclico
semisintético con una cadena lateral N-acil, que fue sintetizado a partir de
un producto de fermentacion de Glarea lozoyensis, un hongo aislado en las
riberas del rio Lozoya. Acttia inhibiendo la sintesis de 1,3-B-D-glucano,
componente clave de la pared de la célula fingica, lo que provoca
inestabilidad osmética e impide sus funciones de crecimiento y replicacion.
El 1,3-B-D-glucano no estd presente en las células de los mamiferos, lo que
explicaria la escasa toxicidad del farmaco sobre las células humanas. La
caspofungina supone una alternativa ttil al tratamiento de diversas micosis
profundas con anfotericina B, especialmente en especies intrinsecamente

resistentes al fluconazol [Mora-Duarte et al., 2002].

Aunque, al igual que otros agentes antifiingicos, se han publicado
estudios de actividad de caspofungina frente a micosis sistémicas en
modelos de ratones inmunosuprimidos con ciclofosfamida o por otros
medios, no existen apenas estudios centrados en el posible potencial
inmunomodulador de este agente, que acttia sinérgicamente con los

macréfagos en el control de la infeccion por Aspergillus fumigatus; este
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sinergismo, en cambio, no se ha observado con los neutréfilos [Chiller ef al.,

2001].

1.2.4. Efectos de los distintos grupos de agentes antivirales sobre el
sistema inmune.

Aparte de la pandemia del SIDA y sus implicaciones biomédicas y
socioecondmicas, existe el convencimiento de que, en las sociedades
desarrolladas, las infecciones virales vienen a adquirir, gradualmente, la
importancia que hace afios tuvieron las infecciones bacterianas. Por otra
parte, las infecciones virales son, generalmente, mds dificiles de tratar, aun
teniendo en cuenta la creciente emergencia de resistencias ante los agentes
antibacterianos. La investigacion sobre agentes antivirales ha
experimentado un gran impulso y, con seguridad, en los préximos afios
obtendremos nuevas moléculas que incrementen el arsenal terapéutico
frente a estas enfermedades. En la Tabla 4 se presenta una clasificacién de

los farmacos antivirales.

La bibliografia sobre las interacciones entre agentes antivirales y
sistema inmune es escasa, pese a que muchos de ellos inhiben funciones
celulares y, por tanto, a priori, podria suponérseles un potencial
inmunomodulador. A continuacidn, se revisan aspectos de los
principales grupos de agentes antivirales sobre los que existe alguna
informacion relativa a interacciones con la inmunidad.

1.2.4.1. Inhibidores de la descapsidacion.

Los derivados del adamantano son aminas triciclicas que bloquean
la descapsidacion del virus. Tienen utilidad contra el virus influenza de
tipo A. La amantadina se introdujo en 1966 y no fue muy utilizada debido a
su limitado efecto, a los problemas sobre el sistema nervioso central y a la

aparicién de resistencias. La rimantadina se introdujo en clinica en 1994,
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siendo su dosis necesaria aproximadamente la mitad que de amantadina,

ademads de no presentar tantos problemas secundarios [Uriarte, 2001].

Un trabajo pionero sobre interacciones entre amantadina y sistema
inmune mostré6 que este agente ejerce efectos inhibidores sobre los
linfocitos T citotéxicos (células T CD8*) [Clark et al., 1989]. Durante afios, la
amantadina se ha utilizado en el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson, sin conocer el mecanismo responsable de este efecto
farmacolégico. Recientemente, se ha comprobado que los linfocitos T de los
enfermos de Parkinson presentan anomalias en la producciéon de IL-2 in
vitro, defecto que es corregido por la amantadina [Wandinger et al., 1999].
Adicionalmente, se ha observado que el tratamiento de larga duracién con

amantadina incrementa la proporciéon T CD4+/T CD8* [Tribl et al., 2001].

Tabla. 4. Clasificacion de los farmacos antivirales.

_ Virus
Mecanismo de accion Agentes .
susceptibles

Inhibicién de la adsorcién Péptidos de ICAM-1 Rhinovirus

Inhibicién de la enfrada

i Andlogos de quimokinas VIH
(fusion)
Inhibicién de la
i Amantadina, rimantadina Influenzavirus
descapsidacion
Inhibicién de la sintesis de
Ribavirina Hepatitis C

RNA

Andlogos de nucledsidos:

Inhibiciédn de la sintesis de Aciclovir
) Herpesvirus
DNA Andlogos de pirofosfatos:
Foscarnet
Inhibicién de la Zidovudina .
retrotranscriptasa Dideoxinucledsidos
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Inhibiciédn de la sintesis de

i Interferones Numerosos virus
proteinas
lalplle]lelelaNe=NleNnplele[Vi(elelelall INhibidores de la proteasa del e
de las proteinas VIH (Ritonawir, etc)
Inhibiciéon de la salida de
Zanamivir Influenzavirus

viriones hijos

1.2.4.2. Inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos.

Figuran en este grupo dos tipos de agentes: diversos andlogos de

nucleésidos y un anédlogo de pirofosfato.

1.2.4.2.1. Andlogos de nucledsidos.

Los nucleésidos son componentes de los dacidos nucleicos,
compuestos por un aztcar, ribosa o dosoxirribosa segiin sea ARN o ADN,
respectivamente, y con una base heterociclica ptrica o pirimidinica. Es fécil
imaginar cémo los analogos de estos nucleésidos pueden interferir con los

procesos de replicacién y/o transcripcion en los que estdan implicados.

El miembro mds caracteristico de este grupo es el aciclovir, cuyo
descubrimiento tuvo un gran impacto porque resulté el primer inhibidor
selectivo de los herpesvirus humanos. La diana molecular del aciclovir es la
DNA-polimerasa viral, que confunde el trifosfato de aciclovir con dGTP y
lo incorpora a la cadena de DNA viral que esta formando. Como en su
estructura falta el grupo hidroxilo en la posicién 3° , bloquea la posterior
prolongacién de la cadena de DNA, considerdndose un terminador de
cadena. La activacion del aciclovir necesita tres fosforilaciones sucesivas,

que realizan tres quinasas. La primera debe convertir el aciclovir en
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monofosfato y es una timidina-kinasa viral, que estd ausente en las células
no infectadas; esta es la principal causa de la toxicidad selectiva del

farmaco [Uriarte, 2001].

El aciclovir es la molécula “cabeza” de una familia de antivirales de
gran importancia. Entre ellos figura el penciclovir, que tiene un perfil
farmacolégico parecido al aciclovir. El trifosfato de penciclovir tiene una
vida media més larga que el aciclovir, por lo que su administracién puede
ser menos frecuente. Existen también los profdrmacos, con una
biodisponibilidad mejorada. El valaciclovir tiene la ventaja que cuando se
administra por via oral, se hidroliza muy rdpidamente en aciclovir y el
aminodcido esencial L-valina, alcanzandose concentraciones plasmaticas de
3 a 5 veces superiores a las obtenidas con la administracion del farmaco
solo. En el caso del famciclovir, profarmaco del penciclovir, es el primer
aciclonucleésido con amplio espectro antiviral. Por conjugacion estructural
entre este compuesto y los fonatos se llega a una nueva clase de antivirales,
los fosfonatos de aciclonucledsidos [Uriarte, 2001].

Las cepas de citomegalovirus carentes de timidina-kinasa son
resistentes al aciclovir, ya que no ocurre la primera de las tres
fosforilaciones necesarias para activar al farmaco. Sin embargo, otro
representante de la familia, el ganciclovir, si es activo frente a estos virus,
porque puede ser activado, alternativamente, por una fosfotransferasa viral

[Swierkosz, 2003].

Aunque hay numerosas publicaciones sobre los efectos de estos
farmacos en combinacidon con citokinas, o administrados a individuos
inmunocomprometidos, lo cierto es que las interacciones con los
mecanismos inmunitarios han recibido escasa atenciéon. Cuando se
administra de forma prolongada, el aciclovir puede provocar
trombocitopenia, neutropenia y leucopenia [Grella et al., 1998]. Aunque este

efecto adverso estd descrito en el propio prospecto del farmaco y se
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considera en muy rara ocasién (menos 0.5% de los casos), tiene que ser
tenido en cuenta en determinados pacientes. En cuanto al ganciclovir, una
de sus mayores limitaciones es, precisamente, la depresién medular que
produce. La neutropenia puede presentarse hasta en un 25-40% de los
pacientes, trombocitopenia en el 20% y anemias en el 4%. Estas reacciones
se agravan en el caso de pacientes con una reserva medular menor [Flérez
et al., 1999]. Obviamente, los efectos de los profarmacos sobre el sistema
inmune serdn los mismos descritos para las moléculas activas en las que se

convierten en el organismo.

A dosis altas, el aciclovir es téxico para los linfocitos in vitro, vy,
selectivamente, para los linfocitos T in vivo [Poluektova et al., 1996]. Un
estudio realizado por Gavilan et al. [1999], indica que el aciclovir modula la
respuesta linfoproliferativa inducida por el antigeno de citomegalovirus.
Basdndose en esta observacion establecieron la hipétesis de que esta
inmunomodulacién podria estar relacionada con su efecto preventivo en la

enfermedad por citomegalovirus de los pacientes con trasplante.

Del valaciclovir se ha descrito su capacidad para disminuir los
niveles de células NK en el ser humano, por mecanismos independientes de

su accion antiviral [Thomas et al., 2004].

1.2.4.2.2. Andlogos de pirofosfato.

El representante de este grupo es el foscarnet, que puede ocupar el
sitio de unién del pirofosfato en la DNA- o RNA-polimerasa, impidiendo
por ello su funcién. El foscarnet inhibe la polimeresa viral 100 veces més
que la polimerasa celular. Cuando el trifosfato de nucleétido se une a la
polimerasa, el fragmento pirofosfato se rompe y el monofosfato se une a la
cadena de ADN o al ARN que estd en fase de polimerizacién. Si sobre la

polimerasa no hay sitio para aceptar el pirofosfato porque ese sitio estd
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ocupado por el fadrmaco, no se produce la hidrdlisis del pirofosfato y se

bloquea la polimerizacién [Uriarte, 2001].

Con este farmaco, se han observado anemias en un 25% de los
pacientes y granulocitopenias en el 17% de los casos [Florez, 1999]. No se
han recogido publicaciones sobre efectos inmunomoduladores, aunque
abundan las referencias acerca de la reconstitucién inmunitaria de
enfermos cuyo sistema inmune estaba dafiado por infecciones virales que

responden al tratamiento antiviral.

1.2.4.3. Inhibidores de la transcriptasa inversa.

Existen dos grupos de farmacos que inhiben la transcriptasa inversa
viral: los nucleosidicos que poseen similitud estructural con los 2’-
desoxinucleétidos naturales con los que compiten y los no nucleosidicos

que no requieren activacién previa y actian directamente sobre la enzima.

1.2.4.3.1. Inhibidores nucleosidicos.

Los inhibidores nucleosidicos de la retrotranscriptasa precisan ser
fosforilados mediante enzimas celulares para pasar a la forma trifosfato,
que ejerce la actividad inhibidora. De esta forma, por una parte compiten
con los desoxinucle6tidos naturales para unirse a la transcriptasa inversay,
por la otra, al ser incorporados en el ADN viral nuevamente sintetizado,

actiian como terminadores de cadena.

La zidovudina fue el primer fdrmaco antirretroviral. El gran
inconveniente es la toxicidad hematolégica, la mds comtin es la anemia que
aparece en el 15-30% de los pacientes con enfermedad avanzada y altas
dosis, disminuyendo al 10% y al 2% en los asintomdticos. Es frecuente
también la aparicién de macrocitosis, reversible al cesar el tratamiento. La

neutropenia puede aparecer en el 50% de los casos, especialmente en dosis
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altas, y la leucopenia en el 30%. Ocasionalmente aparece trombocitopenia,
si bien es mds comdn que el fdrmaco tenga efectos beneficiosos sobre la
cifra de plaquetas. La pancitopenia y la aplasia medular son posibles

aunque muy raras [Florez et al., 1999].

Como consideracién general, hay dos perfiles distintos de efectos
adversos dentro del grupo: zidovudina y, con menor intensidad,
lamivudina, tienen toxicidad hematolégica y gastrointestinal; didanosina,
zalcitabina y estavudina presentan, en grados diferentes, riesgos de
neuropatia periférica y pancreatitis. Por su parte, abacavir produce

reacciones de hipersensibilidad.

Los estudios con tratamientos combinados con dos analogos de
nucleésidos, como la zidovudina y didanosina, demostraron una eficacia
superior a la monoterapia. Los regimenes con tratamiento antirretroviral de
gran actividad son capaces de suprimir de forma rdpida y prolongada la
replicaciéon viral, con lo que la carga viral (cantidad de virus en sangre,
estimada a partir del niimero de copias de genoma viral por unidad de
volumen de sangre) puede llegar a niveles indetectables [Resino et al.,
2002]; como consecuencia légica, los recuentos de células T CD4+ se elevan,
pero este no es un efecto inmunomodulador, sino la consecuencia esperable
del efecto antiviral. La lipodistrofia asociada a alteraciones en Ila
produccién de citokinas proinflamatorias, que algunos de estos farmacos,
combinados con inhibidores de la proteasa, pueden causar, se comentard en

el apartado 1.2.4.4.

1.2.4.3.2. Inhibidores no nucleosidicos.

Los inhibidores no nucleosidicos de la transcriptasa inversa tienen la
peculiaridad de su estructura quimica, muy alejada de los nucleésidos

antirretrovirales. Los dos disponibles actualmente en Espafia son
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nevirapina y el efavirenz. Estos fdrmacos no parecen tener resistencia
cruzada con los derivados nucleosidicos (zidovudina, especialmente),
aunque la resistencia frente a la propia nevirapina aparece de forma
relativamente rdpida, salvo que se utiliza asociado con otros

antirretrovirales.

Estos farmacos inducen incrementos en los recuentos de linfocitos T
CD4+, como han demostrado Clotet et al. [1996] para la loverida, pero,
obviamente, no se trata de un auténtico efecto inmunomodulador, sino de

la consecuencia del efecto terapéutico que disminuye la carga viral.

1.2.4.4. Inhibidores de la maduracion de proteinas.

Los inhibidores de la proteasa del HIV interfieren una etapa vital en
el ensamblaje de nuevos viriones. Las proteinas codificadas por el gen gag
se sintetizan como una poliproteina que debe ser hidrolizada, por una
proteasa viral, en sus componentes individuales. Los inhibidores de la
proteasa viral imitan la estructura quimica de los puntos de la cadena
peptidica donde el enzima produce los cortes, bloqueando asi la accién del
enzima. La potencia antiviral es superior a la de los inhibidores de la
transcriptasa inversa, pero son también mads susceptibles a las resistencias
[Swierkosz, 2003]. De los comercializados en Espafia el indinavir sigue
siendo la referencia desde el punto de vista de relacién eficacia/riesgo. El
ritonavir es igual de potente pero tiene una incidencia superior de efectos
adversos, y el saquinavir, que fue el primer farmaco del grupo, es menos
eficaz in vivo debido a su baja biodisponibilidad. La eficacia clinica de
nelfinavir parece ser similar al indinavir y superior al saquinavir, en tanto
que es mejor tolerado que ritonavir. También la incidencia de interacciones
es menor que con ritonavir y saquinavir. Una de sus ventajas es que no
parece existir resistencia cruzada con otros inhibidores de la proteasa o, en
el caso de haberla, no parece que sea completa. El lopinavir es el altimo

inhibidor de la proteasa comercializado en Espafia, que presenta la
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peculiaridad de haber sido formulado junto con el ritonavir. Esta asociaciéon
no responde a un  planteamiento de tipo farmacodindmico sino
farmacocinético. Lo que se ha buscado es la obtencién de niveles séricos de
lopinavir muy superiores a los que se obtendrian si el farmaco se

administrara en solitario [Anénimo, 2003].

La utilizacién de la terapia antirretroviral de alta eficacia (HAART)
se traduce en la reduccién de la carga viral y un aumento de la cifra de
linfocitos T CD4*. En Espafia el empleo del HAART se inici6 en 1997
asociando inhibidores de la proteasa con otros fdrmacos antirretrovirales

[Martin et al., 2000].

El principal efecto adverso del HAART es el sindrome de
lipodistrofia, al que se asocian niveles incrementados de citokinas
proinflamatorias como TNF-a0 e IL-6. Tanto los inhibidores de
retrotranscriptasa como los de proteasa, que integran el HAART, participan
de esta alteracion en la produccién de citokinas, a la que se atribuye la
pérdida de adipocitos por induccién de apoptosis [Lagothu ef al., 2004]. Sin
embargo, se ha descrito que inhibidores de proteasa como nelfinavir,
ritonavir o saquinavir, inhiben la activacion del factor de transcripcion NF-
kB sefializada desde las vias de activacién de los receptores “Toll-like”,
TLR-2 y TLR-4, lo que supondria un efecto antiinflamatorio beneficioso en
el caso de los enfermos de SIDA con sobreinfeccion por bacterias que
pueden inducir reacciones inflamatorias a través de estos receptores [Equils

et al., 2004].
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1.3. ENFERMOS INMUNOCOMPROMETIDOS:
INFECCIONES Y TRATAMIENTO.

1.3.1. Situaciones clinicas de inmunocompromiso.

Cléasicamente, los déficits inmunitarios se clasifican en primarios o
congénitos y secundarios o adquiridos [Jiménez et al, 1998]. Las
inmunodeficiencias primarias se deben, mayoritariamente, a la presencia
de genes defectuosos que afectan negativamente al desarrollo del sistema
inmune. Las secundarias acontecen en individuos inmunolégicamente
normales, que como consecuencia de un determinado incidente (exposiciéon
a agentes inmunosupresores, fisicos, quimicos o bioldgicos), padecen la

inhibicién de mecanismos inmunitarios, de forma reversible o irreversible.

1.3.1.1. Inmunodeficiencias primarias.

Existe todo un espectro de inmunodeficiencias primarias, que va
desde los déficits muy concretos, que afectan a un determinado mecanismo
de la inmunidad, hasta fallos que, por ocurrir tempranamente en la
ontogenia del sistema inmune, tienen efectos globales. Se incluyen en este
apartado enfermedades debidas a defectos congénitos en mecanismos de la
inmunidad no especifica, como el sistema del complemento, la expresién de
moléculas de adhesion de leucocitos y las células fagociticas y sus
funciones; y aquellas causadas por deficiencias congénitas que afectan a la
capacidad para desarrollar respuestas inmunes especificas. La informacién
presentada se ha recogido de las siguientes fuentes generales: Arndiz et al.

[1997]; Hayward [1994]; y Jiménez et al. [1998].

Déficits del sistema del complemento: Cuando los genes que
codifican una proteina componente del sistema del complemento son

defectuosos, la repercusiéon sobre la inmunidad dependerd de la posicion
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que dicho componente ocupe en las vias de activacién. Asi, los defectos en
la expresion de C1 (cualquiera de sus componentes), C4 o C2 determinardn
el bloqueo de la activacién por la via clésica; si las fracciones afectadas son
los factores B o D, se impediré la activacién de la via alternativa; la fraccién
C3 tiene una posicién crucial y su déficit bloquea la activaciéon por
cualquiera de ambas vias; cualquier deficiencia en las fracciones C5, C6, C7,
C8 o C9 ocluye la via efectora, evitando la formacién del complejo de
ataque a membrana. Los efectos biologicos de la activacion del
complemento (formacién de las anafilotoxinas C3a y C4a y de la
quimiotaxina y anafilotoxina Cba; opsonizacién de microorganismos por
C3b) se veran afectados segtn el nivel bloqueado por cada déficit concreto.
Debe considerarse también que algunas deficiencias afectan a moléculas
reguladoras del sistema del complemento, como ocurre en el déficit del
inhibidor de la activacién de C1 (conocido como C1INH), que se traduce en
activaciones espontdneas reiteradas de la via cldsica, con un cortejo de
signos inflamatorios caracteristicos de la patologia conocida como “edema
angioneuroético hereditario”; o los déficits de los factores I (que inactiva a la
convertasa alternativa de C3) o H (cofactor sérico del anterior), que, al
posibilitar la activacion incontrolada de la via alternativa, determinan un

exagerado consumo de C3.

Alteraciones en la expresion de moléculas de adhesion: Se han
descrito casos en los que la expresion de CD18, que constituye la cadena 3
de las B2 integrinas, estd mas o menos seriamente alterada. Si el defecto
llega a impedir las interacciones entre estas integrinas y sus ligandos
presentes en la superficie del endotelio activado (como ICAM-1,
denominado CDb54), se hace imposible la unién de los leucocitos al
endotelio activado y su posterior salida del compartimento vascular para

dirigirse, atraido quimiotacticamente, hacia focos inflamatorios tisulares.
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Deficiencias en la fagocitosis: Entre las mds conocidas figuran el
llamado “sindrome del leucocito perezoso”, que af ecta a la movilidad
quimiotdctica de los fagocitos, y la “enfermedad granulomatosa crénica”,
en la que las células fagociticas (macréfagos y neutroéfilos) carecen de
alguna de las cuatro subunidades de NADPH-oxidasa (enzima necesaria
para la generacion de superdxido), lo que limita sustancialmente su
capacidad microbicida, con el resultado de que muchos microorganismos
fagocitados permanecen viables en el interior de los fagolisosomas.
Algunas inmunodeficiencias primarias cursan con neutropenia debida a la
formacién de autoanticuerpos frente a antigenos de la superficie

leucocitaria (ver el “sindrome hiper -IgM”, méas adelante).

Deficiencias que afectan a las células B: Los defectos en la
diferenciacién y maduracién de células B repercuten, en mayor o menor
medida, en la capacidad para producir anticuerpos especificos en respuesta
a los estimulos antigénicos. Las enfermedades que se resefian son ejemplos

de los diversos grados de afectacion.

¢ Agammaglobulinemia de Bruton: Se debe a una mutacién
puntual en el gen btk que codifica la tirosina-kinasa de Bruton, y
que se localiza en el brazo largo del cromosoma_X. Esta enzima
interviene en la transduccién de sefial desde el receptor de las
células pre-B; su ausencia impide la maduracién de las células
pre-B (y posiblemente determine su eliminacién por apoptosis).
La enfermedad afecta a nifios varones; las nifias pueden ser
portadoras. Los enfermos tienen muy pocas o ningunas células B
ni circulantes ni en el tejido linfoide (ausencia de centros
germinales), y carecen de plasmocitos (en médula 6sea hay
células pro-B, pero muy pocas células pre-B con cadenas p
intracitoplasmicas). Los niveles de inmunoglobulinas son

indetectables 0 minimos.

82



Introduccion

Inmunodeficiencia comun variable: Suele manifestarse entre los
10 y los 30 afios, tras un periodo inicial de funciones inmunitarias
normales, por lo que se la denomina ocasionalmente
“inmunodeficiencia adquirida”. Afecta a ambos sexos y la causa
es desconocida; aparentemente, diversas alteraciones en la
maduracién de las células B pueden conducir a esta situacién,
pudiendo intervenir también células T con actividad supresora.
Algunos enfermos carecen de células plasmaticas, otros poseen
plasmocitos incapaces de secretar inmunoglobulinas (en general,
no hay capacidad para realizar respuestas de anticuerpos). Todos
los casos presentan niveles muy bajos de IgG sérica, a veces
acompafiados de déficits en IgM e IgA. Los recuentos de

linfocitos B son normales, pero el fenotipo es inmaduro.

Deficiencia selectiva de IgA: Es la inmunodeficiencia mas
frecuente, si bien la mitad de los casos pueden ser asintomaticos.
Hay una cierta heterogeneidad: en algunos casos, hay total
ausencia de IgA (los enfermos de este grupo pueden formar
anticuerpos anti-IgA) mientras que en otros se trata de valores
séricos inferiores a los normales. La causa de la
inmunodeficiencia de IgA es desconocida: los recuentos de
células B son normales, pero no hay (o hay muy pocos)
plasmocitos productores de IgA. Es posible que haya un fallo a
nivel de la cooperacién de células Tu (tal vez una inadecuada

secrecion de citokinas), que evite el cambio de isotipo a IgA.

Deficiencias selectivas de subclases de IgG: Estos déficits son
infrecuentes. No se conocen las causas. Las consecuencias
dependen de la subclase afectada. Hay frecuentes asociaciones

con otras inmunodeficiencias, tanto B como T.
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e Sindrome hiper-IgM: Se trata de una inmunodeficiencia que
cursa con hipogammaglobulinemia excepto para la clase IgM,
que presenta niveles séricos elevados. Hay dos formas de esta
enfermedad: una de ellas, de herencia ligada al sexo (los
enfermos son varones) y otra, autosémica recesiva (que puede
afectar a nifas). La forma ligada al sexo se debe a una mutacion
en el gen que codifica la proteina CD154, ubicado en el
cromosoma X. CD154 se expresa en la superficie de las células Tn
activadas y es el ligando de CD40, presente en las células B. La
interaccion CD154/CD40 es necesaria para completar la
activacion de las células B e inducir el cambio de isotipo; en su
ausencia, las células B sélo generan plasmocitos productores de
IgM. Las células B de estos enfermos pueden ser activadas por
agonistas de CD40. La forma autosémica recesiva se debe a una
mutacién que afecta a la via de sefializaciéon que parte de CD40,
por lo que, en este caso, las células B no responden a los agonistas
de CD40. En el tejido linfoide de estos enfermos hay escasos
foliculos linfoides primarios, no hay centros germinales y no
ocurre la maduracion de afinidad (son frecuentes Ila
esplenomegalia y, en general, una hiperplasia linfoide con
alteraciones en la arquitectura tisular). Los recuentos de células B
son normales (o incluso algo elevados). En algunos casos, entre
las IgM circulantes hay autoanticuerpos dirigidos frente a células
sanguineas, especialmente frente a neutrdfilos (lo que puede

causar neutropenia).

Deficiencias que afectan a las células T: Dado el papel crucial de las
células T en los mecanismos de la inmunidad adquirida, los déficits de
células T suelen afectar, no sélo a la llamada inmunidad celular, sino

también a las respuestas de anticuerpos frente a antigenos
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timodependientes. Las patologias mds caracteristicas se indican a

continuacion.

Sindrome de DiGeorge: Es un defecto congénito debido a la falta
de desarrollo de los sacos bronquiales 3° y 4° que, durarte la
embriogénesis (6 a 12° semana), deben originar timo, glandula
paratiroides y estructuras cardiovasculares y faciales. Aunque no
se han demostrado fallos genéticos concretos, son frecuentes
determinadas alteraciones cromosdémicas: trisomia 18 vy
delecciones en los cromosomas 10 y 22. Muchos casos son
hereditarios, pero también influyen factores ambientales durante
la gestacion. Los recién nacidos presentan anomalias faciales y,
como consecuencia de la ausencia de paratiroides, hipocalcemia
con tetania (que aparece poco después del parto, al decaer la
hormona paratiroidea materna); las alteraciones vasculares (arco
adrtico anormal) pueden determinar insuficiencia cardiaca. El
timo puede faltar por completo (aplasia), pero algunos enfermos
presentan residuos de tejido timico (hipoplasia), ocasionalmente
ectépico, en cuyo caso hay una buena estructura tisular, con
diferenciacién cortico-medular y corptsculos de Hassall. Los
enfermos que sobreviven a las patologias neonatales no
inmunitarias, desarrollan deficiencias de la inmunidad celular,
cuya severidad depende del grado de hipoplasia timica. En las
formas graves, hay linfopenia, con pocos linfocitos T, que
ademads, no responden a mitégenos. Muchos casos con hipoplasia

terminan generando una inmunidad celular normal.

Sindrome de Nezelof: Se debe a un fallo genético que afecta al
desarrollo del timo y que se hereda de forma autosémica
recesiva. Los enfermos presentan un timo pequefio, con

alteraciones en su arquitectura (displasia timica): mala
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diferenciacién cortico-medular, escasos timocitos, ausencia de
corptsculos de Hassall; el epitelio timico es normal. Las pruebas
de laboratorio revelan niveles normales (o elevados) de las cinco
clases de inmunoglobulinas, células B normales o incrementadas;
generacion de centros germinativos; y linfopenia debida a la
escasez de células T, cuyas respuestas estin muy deprimidas,
tanto in wvivo (hipersensibilidad retardada) como in vitro

(proliferacién en respuesta a mitégenos).

Inmunodeficiencias combinadas: Los fallos genéticos que afectan a

las etapas tempranas de diferenciaciéon de las células madres repercuten

globalmente en los mecanismos inmunitarios, afectando a las funciones de

las células By Ty, en su caso, también a las células fagociticas. Entre estas

graves inmunodeficiencias figuran una serie de patologias denominadas

con las siglas SCID (de “severe combined immunodeficiency disease”).

Inmunodeficiencia severa combinada (SCID) ligada al
cromosoma X: Conocida con las siglas SCID T- B* NK, esta es la
maés frecuente de las SCID (entre el 50 y el 60% de casos). Se debe
a una mutacion en el gen que codifica la cadena y compartida por
los receptores de una serie de interleukinas: IL-2. IL-4, IL-7, IL-9 e
IL-15. Esta cadena 7y contribuye a incrementar la afinidad de los
citados receptores por sus correspondientes citokinas, y ademads
constituye la conexién entre ellos y la tirosina-kinasa JAK-3, que
inicia la via de sefializacién de los estimulos generados al ocupar
las citokinas sus receptores. Se ha comprobado que, de todas las
sefiales abortadas en estos enfermos, las determinantes de la
enfermedad son las que corresponden a IL-7R (receptor de la IL-
7), esenciales para el desarrollo de las células T, y a IL15-R,
necesarias para el desarrollo de las células NK. Estos enfermos

carecen de células T y NK, y sus células B presentan algunas
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anomalfas fenotipicas y funcionales. Sus timos carecen de
diferenciacién entre las zonas cortical y medular, no tienen
corptsculos de Hassal y contienen escasos precursores linfoides.

Hay hipoplasia en los 6rganos linfoides periféricos.

SCID de herencia autosémica recesiva: La enfermedad conocida
como SCID T- B- NK* se debe a fallos en la recombinacién de los
fragmentos génicos V(D)] que genera la diversidad de receptores
de células B y T. Al menos en algunos enfermos, se detectan
alteraciones en las proteinas Rag-1 o Rag-2. Hay linfopenia, que
afecta tanto a las células B como a las T, ausencia de desarrollo
timico, despoblaciéon de los o6rganos linfoides secundarios,

hipogammaglobulinemia y ausencia de inmunidad celular.

SCID por déficit de adenosina-deaminasa (ADA): La ausencia de
ADA determina la acumulacion de productos téxicos
(deoxiadenosina y su trifosfato) en el desarrollo de las células B y
T, lo que se traduce en linfopenia, con una presentacion clinica

similar a la anterior, pero generalmente no tan severa.

SCID por déficit de purina-nucleétido-fosforilasa (PNP): El
déficit de PNP también determina la acumulaciéon en los
linfocitos de productos téxicos procedentes del metabolismo de
las purinas, por lo que esta patologia es similar a la anterior,

aunque el déficit predominante es en la inmunidad celular.

Disgenesia reticular: Es la inmunodeficiencia combinada menos
frecuente, pero también la mas grave, ya que se debe a un fallo,
aun no caracterizado, en las células madre, que afecta tanto a los
linajes linfoides (células B y T) como mieloides (neutréfilos y

monocitos/macréfagos).
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e Sindrome de Wiskott-Aldrich: En esta enfermedad hay
respuestas anormales de las células B, con producciéon de
autoanticuerpos, algunos de los cuales causan trombocitopenia, y
de las células T. Es caracteristico de esta enfermedad el que la
inmunodeficiencia se acompafie de eczema y sangrados

(usualmente intestinales).

e Ataxia telangiectasia: En esta enfermedad, la inmunodeficiencia
(tanto humoral como celular) se acompafa de alteraciones
neurolégicas (ataxia) y telangiectasias (dilataciones capilares) en
la conjuntiva ocular y la piel. Hay defectos citogenéticos en las
células T, que, con el tiempo, pueden causar proliferaciones

malignas (leucemias).

1.3.1.2. Autotransplante de células madre hematopoyéticas.

La terapia actual de algunas enfermedades tumorales incluye la
aplicacién de dosis masivas de quimioterapia, cuya mielotoxicidad conduce
a la aplasia medular. Para evitar esta situacién, se puede obtener un
numero suficiente de células madre (“stem cells”), ya sea de la médula 6sea
hematopoyética o de la sangre circulante del propio enfermo, antes de
iniciar el tratamiento, y reintroducirlas en el organismo una vez concluido
el tratamiento mielotdéxico. Estas células repoblaran las zonas medulares,
restableciendo las funciones de hematopoyesis destruidas por Ila
quimioterapia. Como son células autélogas, no existe ningin tipo de
reconocimiento de antigenos extrafios ni hay rechazo; pero en el lapso de
tiempo que transcurre entre la abolicion de la funciéon medular y la
restauraciéon de dichas funciones (que depende de la proliferacion y
diferenciacién de las células transplantadas), el individuo estd severamente

inmunocomprometido. Aunque los enfermos trasplantados suelen recibir
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factores inductores de la diferenciaciéon celular (factores estimuladores de
colonias), este intervalo de tiempo puede durar varios meses, durante los
cuales hay que prevenir o combatir las infecciones por virus, bacterias,

hongos y parésitos animales.

1.3.1.3. Aloinjertos.

Si bien, mediante la realizacién de los correspondientes tipajes de
antigenos principales de histocompatibilidad (sistema HLA en el ser
humano), se procura conseguir el mayor namero posible de coincidencias
entre donante y receptor, lo cierto es que, salvo los casos excepcionales de
gemelos wunivitelinos, los aloantigenos presentes en los tejidos
trasplantados inducen respuestas inmunes que deben ser controladas
para evitar el rechazo agudo del trasplante [Martorell, 1998]. El control
incluye el uso de agentes inmunosupresores, en combinaciones como
ciclosporina A, azatioprina y corticoides (prednisolona), que, pese a la
precision de las dosificaciones, siempre causan una supresiéon
inespecifica que compromete al enfermo frente a infecciones
oportunistas [Ruiz-Bravo et al., 1998]. La introduccién de nuevos agentes
supresores (tacrolimus, rapamicina, deoxispergualina) ha mejorado estas
situaciones, disminuyendo el riesgo de infecciones [Martorell, 1998].

1.3.1.4. Reaccion de injerto contra huésped.

Como la médula 6sea contiene linfocitos inmunocompetentes y
células progenitoras que van a diferenciarse en el organismo del receptor,
en los aloinjertos de médula hematopoyética se presenta una situacion en la
que el propio tejido trasplantado protagonizard respuestas especificas
frente a las incompatibilidades antigénicas reconocidas en los tejidos del
receptor [Batchelor, 1994]. Estas respuestas constituyen lo que se conoce
como “reaccién de injerto contra huésped” (GVHD, de “ graft versus host
disease”). Los aloinjertos de médula 6sea van precedidos de un tratamiento
inmunsupresor previo, “acondicionante”, que destruye la capacidad de
respuesta del receptor, evitando por tanto el rechazo del trasplante [Ruiz-
Bravo et al., 1998]. Ademads, se puede tratar in vitro la médula obtenida,
antes de proceder a su trasplante, con el objetivo de eliminar las células T

inmunocompetentes presentes en la médula vy, finalmente, Ila
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administracion de agentes inmunosupresores (ciclosporina, metotrexato),

puede prevenir el desarrollo de GVHD [Batchelor, 1994].

1.3.1.5. Cancer.

El término “cdncer” engloba una diversidad de enfermedades, que,

teniendo en comun la proliferacién celular incontrolada, la invasividad y la

capacidad de producir metéstasis, son demasiado heterogéneas como para

hacer afirmaciones generales. Asi, si bien es cierto que los enfermos de

cancer suelen pasar por etapas en las que su sistema inmune aparece

deteriorado en mayor o menor grado, la gravedad y las causas de esta

inmunodepresiéon dependen mucho del tipo de tumor. Entre los factores

causales de inmunosupresion no especifica en enfermos de céncer se han

sefialado las siguientes:

Algunos agentes cocarcindgenos son inmunosupresores, Yy
precisamente esa actividad inmunosupresora puede contribuir a
la carcinogenésis, al inhibir la “inmunovigilancia” que ejercen las
células T, por su capacidad para detectar las alteraciones en las
proteinas sintetizadas en el interior de las células del organismo.
Un ejemplo convincente lo constituye la inmunosupresién debida
a la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV),
con la consecuencia de que en los pacientes de SIDA haya una
incidencia anormalmente alta de ciertos tumores, como el
sarcoma de Kaposi [Schulz, et al. 1998]. La restriccién del linfoma
de Burkitt, causado por el ubicuo virus de Epstein-Barr
(Lymphocryptovirus), a ciertas dreas geograficas se atribuye a la
coincidencia con la infeccién por Plasmodium falciparum, que

ejerce efectos supresores sobre las células T [Liebowitz, 1998].
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Los tumores sélidos pueden atrapar en su interior linfocitos, que
son apartados de sus normales patrones de recirculacién,

afectando negativamente a la capacidad de respuesta.

Las neoplasias que afectan a células del sistema inmune
(leucemias, linfomas, mielomas) pueden determinar la
acumulacién de células funcionalmente inttiles; en algunos
casos, es posible que las propias células neoplasicas produzcan

un exceso de factores supresores.

El deterioro nutricional en los enfermos con tumores avanzados

se refleja negativamente en la reactividad del sistema inmune.

Finalmente, la quimioterapia antitumoral (y, en su caso, también
la radioterapia) tiene generalmente, entre sus efectos colaterales
indeseables, la inmunosupresiéon, dado que las células
inmunitarias son sensibles a los agentes antimitéticos. De hecho,
la infeccién continta siendo la principal causa de morbilidad y
mortalidad en los enfermos que presentan neutropenia como
consecuencia de terapias antitumorales y, en especial, tras los
intensos tratamientos mielosupresores que se utilizan en las

neoplasias hematolégicas [Maertens y Boogaerts, 1998].

1.3.1.6. Infecciones como causa de inmunosupresion.

Algunas infecciones cursan con una depresion transitoria, més o

menos marcada, de la reactividad inmunitaria. En realidad, este es uno de
los resultados posibles de la interaccién entre el agente patdgeno y el
sistema inmune del hospedador. En el caso de infecciones bacterianas, hay
que considerar la posible presencia en la bacteria de BRMs que puedan

modular negativamente determinado tipo de respuestas, asi como la
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produccién de toxinas inmunosupresoras. En cuanto a los virus, pueden
afectar al sistema inmune por dos mecanismos generales [McChesney y

Oldstone, 1987]:

e Replicindose en linfocitos, con lo que la deplecion de células
inmunocompetentes repercutird negativamente en la capacidad

de respuesta.

¢ Alterando la produccién de citokinas reguladoras.

Los citomegalovirus (CMV) se replican en leucocitos mononucleares,
incluyendo monocitos y linfocitos, y, aunque la infeccién no es productiva
(no hay progenie viral en estas células), las funciones celulares
(presentacion de antigenos, coestimulacién) deben verse afectadas porque
tanto la linfoproliferacion como la respuesta de anticuerpos se ven

suprimidas de forma no especifica [McChesney y Oldstone, 1987].

El virus del sarampién (Morbillivirus) se replica en el tejido linfoide
durante la fase aguda de la infeccién; durante este tiempo, los linfocitos del
enfermo tienen deprimida su capacidad para proliferar in vitro en respuesta
a mitégenos, lo que se correlaciona con la negativizacion de las pruebas
cutdneas tipo tuberculina que antes de la infeccién eran positivas [revisado
por McChesney y Oldstone, 1987], si bien esta anergia es transitoria y en la

convalecencia se recupera la reactividad normal.

Un caso especial es el del virus de la inmunodeficiencia humana
(HIV), cuya principal célula diana es el linfocito T CD4*, que ejerce un
papel crucial en la inmunidad especifica, tanto humoral como celular, como
célula cooperadora. La progresiva pérdida de células T CD4* en los
individuos infectados conduce a un deterioro creciente de la capacidad de

respuesta, que caracteriza al SIDA y que se manifiesta por toda una serie de
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sobreinfecciones (en muchos casos por patégenos oportunistas), con
presentaciones clinicas inusuales y cuadros de inusitada gravedad, ademas

de la ya mencionada incidencia de ciertas neoplasias [Schiipbach, 1999].

1.3.2. Infecciones en individuos inmunocomprometidos.

1.3.2.1. Destruccion de las barreras fisicas que limitan el medio interno.

Las lesiones traumaticas que interrumpen la continuidad de piel o
mucosas y, de forma especial, las quemaduras extensas, constituyen una
puerta de entrada para una diversidad de microorganismos patégenos,
entre los que destacan patdgenos oportunistas como P. aeruginosa, S. aureus

y la levadura Candida albicans [Mims et al., 1993].

1.3.2.2. Déficits en el complemento.

El sistema del complemento interviene en la defensa frente a
hongos, bacterias y virus, pero, desde el punto de vista clinico, las
deficiencias en componentes de este sistema se reflejan, generalmente, en
un incremento de infecciones bacterianas. En este sentido, el mayor
impacto corresponde al déficit en C3 (que bloquea tanto la via alternativa
como la via cladsica), y las infecciones mas frecuentes son debidas a
bacterias capsuladas como Streptococcus pneumoniae y Haemophilus
influenzae, que pueden ocasionar sepsis, meningitis, osteomielitis e
infecciones respiratorias [Arnaiz et al., 1997]. Los déficits restringidos a la
formacion del complejo de ataque a membrana (C5b6789) son causa de
una mayor incidencia de infecciones graves (meningitis, sepsis) por
Neisseria meningitidis [Arndiz et al., 1997].

1.3.2.3. Defectos en la fagocitosis.

A los fallos congénitos, ya mencionados, que afectan a la
fagocitosis, hay que afiadir los adquiridos, que generalmente consisten
en una disminucién en el ntmero de neutréfilos circulantes
(neutropenia). En los individuos normales, los recuentos de neutréfilos
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estin en torno a un promedio de 4000/mm3, aunque sujetos a amplias
variaciones. Se considera que hay neutropenia cuando los recuentos
descienden por debajo de 1500 neutréfilos/mms3; el riesgo de infecciones
estd significativamente incrementado cuando los recuentos descienden a
1000 o menos neutréfilos/mms3, y las infecciones son severas por debajo
de 500 neutréfilos/mm3 [Holland, 1997]. Las infecciones bacterianas maés
frecuentes en los casos de neutropenia o, en general, en los déficits de
fagocitosis, se deben a bacterias patégenas extracelulares, ya sean Gram-
positivas, como S. aureus (con riesgo de “shock” debido a la
sobreestimulacion de la produccion de citokinas por accién de los
superantigenos de la bacteria), estreptococos B (Streptococcus pyogenes) y
o hemoliticos, enterococos, o Gram-negativas, como E. coli, Klebsiella
pneumoniae y P. aeruginosa [Krcmery et al., 1994; Mims et al., 1993;
Arnaiz et al., 1997]. En algunas series de enfermos con neutropenia, las
infecciones mas frecuentes son las flngicas, destacando como agentes
causales C. albicans y Aspergillus [Arnaiz et al., 1997]. Es interesante
constatar como la presion selectiva ejercida por los tratamientos
antimicrobianos ha ido modelando globalmente el espectro de agentes
causales de infeccién en estos enfermos, que en la década de los 40
incluia mayoritariamente bacterias Gram-positivas; pero la introduccién
de los primeros agentes B-lactimicos determiné el predominio de
bacterias Gram-negativas (P. aeruginosa, E. coli y Klebsiella spp.) durante
los afios 70 y 80; sin embargo, en los tltimos afios se ha vuelto a invertir
el panorama, con predominio de S. aureus, Staphylococcus epidermidis y
estreptococos o-hemoliticos del grupo viridans [Glauser, 1998]. En la
enfermedad granulomatosa crénica, son tipicas las infecciones
recurrentes por bacterias productoras de catalasa, como S. aureus y los
miembros de la familia Enterobacteriaceae, ya que las que no producen
esta enzima liberan, como resultado de su metabolismo, peréxido de
hidrégeno que se acumula en los fagosomas y las intoxica [Arndiz et al.,
1997].

1.3.2.4. Deficiencias de células B.

Segin la gravedad del déficit, estos enfermos oscilan entre la
ausencia de signos clinicos (algunos casos de hipogammaglobulinemia
transitoria de la infancia, algunas deficiencias limitadas a una subclase
de IgG) hasta la elevada incidencia de infecciones crénicas o recurrentes
por bacterias extracelulares, frecuentemente encapsuladas (se pone de
relieve la imposibilidad de conseguir opsonizaciones especificas)
[Cunningham-Rundles y Nesin, 2000]. Los enfermos con
agammaglobulinemia, inmunodeficiencia comtn variable o sindrome de
hiper-IgM padecen infecciones por bacterias como S. aureus, S.
pneumoniae, H. influenzae y P. aeruginosa, que suelen afectar al tracto
respiratorio (neumonias, sinusitis), registrindose también otitis,
meningitis, septicemias y formacién de fortnculos; hay también
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infecciones intestinales por Campylobacter jejuni y por el protozoo
Giardia lamblia [Mims et al., 1993; Arnaiz et al., 1997]. La inmunidad
celular, intacta, asegura un buen control de las infecciones por patégenos
intracelulares, entre ellos los virus, con la notable excepcién de la gran
susceptibilidad que los individuos con agammaglobulinemia de Bruton
muestran frente a los enterovirus; estos pacientes pueden padecer
infecciones sistémicas incontroladas por estos virus, y por ello no deben
ser vacunados con la vacuna oral de la poliomielitis o vacuna Sabin (con
virus atenuado) [Mims et al., 1993; Arnaiz et al., 1997]. El tratamiento de
estas deficiencias incluye generalmente la administraciéon de
inmunoglobulina inespecifica y los agentes antimicrobianos. En los
déficits selectivos de IgA suele registrarse una incidencia elevada de
infecciones en las mucosas respiratoria, intestinal y urogenital, sin
repercusiones sistémicas; no deben administrarse preparados de
inmunoglobulina a estos pacientes, ya que la IgA que contienen no es
secretora (y, por tanto, no protege a nivel mucosal) y, en cambio, puede
actuar como antigeno y provocar reacciones de hipersensibilidad [Arndiz
et al., 19971.

1.3.2.5. Deficiencias de células T.

Las deficiencias primarias de células T conllevan la ausencia de
citokinas que son necesarias para activar a los macréfagos y capacitarlos
para la muerte de patégenos intracelulares; esto conduce a infecciones
persistentes o recurrentes, frecuentemente en el tracto respiratorio
[Cunningham-Rundles y Nesin, 2000], asi como diarreas persistentes y
candidiasis oral [Arnaiz et al., 1997].

1.3.2.6. Deficiencias combinadas.

Los individuos que padecen inmunodeficiencias combinadas severas
son susceptibles a todos los agentes patdgenos; la incapacidad para
establecer una inmunidad especifica eficaz hace imposible el control de las
infecciones, a pesar de los tratamientos antimicrobianos, y los enfermos
suelen morir antes del primer afio de vida, a causa de infecciones por
bacterias, hongos, protozoos y virus (diarreas, neumonias, otitis, sepsis)
[Arnaiz et al., 1997]. Sélo la reconstitucién inmunolégica (trasplante de
médula 6sea y, mds recientemente, en ciertos casos, terapia génica) tiene

éxito en estos enfermos.
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1.3.3. Agentes antimicrobianos utilizados en individuos

neutropénicos.

La estrategia ideal en la terapéutica de un proceso infeccioso parte
de la identificacién del microorganismo causal y, especialmente, de la
determinacién de su espectro de susceptibilidad frente a los agentes
antimicrobianos utilizables en clinica; a la vista de estos datos de
laboratorio y de otros factores clinicos (presentaciéon y gravedad de la
infeccién, otras enfermedades subyacentes, estado general del enfermo,
historial de alergias, etc.) y epidemiolégicos (riesgos de transmision,
infecciones nosocomiales, impacto sobre la evolucién de las resistencias,
etc.), el médico decidird la terapia a seguir. Sin embargo, no siempre se
dispone del tiempo necesario para obtener los datos del laboratorio, y hay
casos que por su gravedad o riesgo potencial requieren la instauracién
inmediata de una terapia empirica, que posteriormente podrd modificarse o
no, de acuerdo con la informacién que se reciba sobre la etiologia de la
infeccion y la susceptibilidad del agente patégeno. Obviamente, los
individuos inmunocomprometidos presentan este tipo de situaciones
[Maschmeyer, 1999], en las que incluso pueden precisarse tratamientos de
tipo preventivo. Dada la orientacién del presente trabajo, se revisardn a
continuacién algunos aspectos de la profilaxis y tratamiento empirico de la
infeccién en individuos con neutropenia, considerando separadamente las
dos opciones posibles, la monoterapia y el tratamiento con asociaciones de

agentes antimicrobianos.

1.3.3.1. Monoterapia.

Es necesario recurrir a agentes de amplio espectro, que sean activos
sobre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, aerobias y anaerobias.
Entre los posibles candidatos figuran las cefalosporinas de 4° generacién

(cefpiroma, cefepima), cuyo espectro de accién incluye Pseudomonas [Mensa
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et al., 1997]. También se utilizan agentes del grupo carbapenem, como el
meropenem [Vandercam et al., 2000]. La asociacion
piperacilina/tazobactam, que combina un agente B-lactimico con un
inhibidor de B-lactamasas, es considerada por muchos como monoterapia
recomendable en sujetos neutropénicos [Mensa et al., 1997], con una eficacia
mayor que la combinacién cldsica ticarcilina/clavulanico [Perry y
Markham, 1999] y similar a la obtenida con cefepima en tratamientos
iniciales [Byohme et al., 1998]. El amplio espectro de las fluoroquinolonas
las hace también apropiadas para monoterapias, habiéndose propuesto su
uso incluso con fines profilacticos [Bergh et al., 1998]. Actualmente se estd
utilizando el levofloxacino, una nueva quinolona con mayor actividad
sobre microorganismos Gram-positivos, que es efectivo en la reduccién de
la incidencia de la infeccién y el indice de hospitalizaciéon para el

tratamiento con antibiéticos por via intravenosa [Garcia et al., 2003].

1.3.3.2. Asociaciones de agentes antimicrobianos.

Las asociaciones pueden proponerse como tratamiento preventivo,
como terapia inicial de un proceso febril o en los casos en los que una
monoterapia inicial no ha conseguido eliminar la fiebre. Mayoritariamente
usadas son las asociaciones de un agente B-lactdmico y un aminoglicésido
(via parenteral), siendo frecuente combinar una cefalosporina de 3°
generacién, como la ceftriaxona o la ceftazidima, y el aminoglicésido
amikacina [Krcemery et al., 1994; Girmenia et al., 1999]. Se han propuesto
alternativas; asi, la asociacién de ceftazidima madés tobramicina ha sido
evaluada como muy efectiva por Toyama et al. [1994]. Otras asociaciones
combinan diversos agentes: asi, Griggs et al. [1998] sefialan que la eficacia
de la clasica asociacion piperacilina mds gentamicina aumenta si el
aminoglicésido se sustituye por ciprofloxacino. Perry y Markham [1999]
afirman que la asociaciéon de piperacilina/tazobactam mdés amikacina es

mas efectiva que la de ceftazidima mas amikacina en los enfermos febriles
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con neutropenia. La asociacién de amoxicilina/clavuldnico (el ejemplo
clasico de PB-lactdmico e inhibidor de B-lactamasas) con ciprofloxacino
parece ser de similar eficacia a la de cefalosporina de 3" generacién mds
aminoglicésido, y tiene la ventaja de poderse administrar por via oral [Kern
et al., 1999]. La combinacién de vancomicina mds imipenem/cilastatina se
ha propuesto para afrontar el grave problema que en estos enfermos
suponen las infecciones por estafilococos resistentes a la meticilina [Totsuka
et al.,, 1999]. Continuamente se ensayan nuevas asociaciones a nivel
experimental, utilizando modelos de animales neutropénicos; asi, Mouton
et al. [1999] han investigado las asociaciones ticarcilina mds tobramicina,
ceftazidima mds netilmicina, ciprofloxacino mdas netilmicina vy
ciprofloxacino mds ceftazidima en un modelo de ratén neutropénico por

administracion de ciclofosfamida.

En los casos de aparente fracaso terapéutico (persistencia de la fiebre
mas de tres dias sin diagnoéstico etioldgico establecido) de las asociaciones
clasicas, Mensa et al. [1997] recomiendan afiadir vancomicina y, si la
situacion prosigue, anfotericina B (posible candidasis sistémica). Salazar et
al. [1999] han propuesto la siguiente secuencia en enfermos que recibieron
altas dosis de quimioterapia mielotéxica para ser recuperados por
trasplante autélogo de células madre en sangre periférica: profilaxis, con un
antibacteriano de amplio espectro (ciprofloxacino), un agente antiviral
(aciclovir) y un antifingico (itraconazol); tratamiento inicial de la fiebre con
imipenem/cilastatina; si tras dos o tres dias persiste la fiebre, se afiade
vancomicina; tras cinco dias, amikacina; finalmente, si prosigue el estado
febril tras siete u ocho dias, se afiade anfotericina B. Un esquema parecido
es el seguido por De Bock y Middelheim [2000] en enfermos febriles con
neutropenia post-trasplante de médula 6sea alogénica: cefalosporinas de 3°
0 4° generacién asociadas a un aminoglicésido o a un agente del grupo
carbapenem; si la fiebre persiste cinco o mds dias, se adiciona anfotericina

B. Recientemente se ha observado que el voriconazol es una alternativa
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adecuada a las preparaciones a base de anfotericina B para la terapia
antifiingica de los pacientes neutropénicos y con fiebre persistente [Walsh

et al., 2002].

Las asociaciones también se utilizan para la descontaminacién
intestinal preventiva de individuos afebriles cuya neutropenia se prevee
persistente. Mensa et al. [1997] describen una profilaxis consistente en una
fluoroquinolona (ciprofloxacino u ofloxacino) mds nistatina, con la ventaja
de que la administraciéon es por via oral; como alternativa, cotrimoxazol
(asociaciéon de dos sulfonamidas, trimetoprime y sulfametoxazol, que es

activa frente a Pneumocystis carinii) méas vancomicina y nistatina.
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El Grupo de Investigaciéon “Inmunologia Microbiana” mantiene,
desde su consolidacion en 1988, una tematica principal de investigacion
sobre agentes modificadores de la respuesta biolégica. Una de las lineas
contenidas en esa temdtica se centra en el estudio de las propiedades
inmunomoduladoras de los agentes antimicrobianos. Esta linea ha

generado una diversidad de publicaciones y tesis doctorales.

Los ensayos sobre agentes inmunomoduladores se realizan
generalmente, ex vivo o in vivo, sobre individuos inmunocompetentes. Del
mismo modo, las pruebas in vitro se realizan con células intactas,
procedentes de individuos inmunolégicamente normales. Sin embargo, es
de suma importancia conocer si esos mismos agentes actian de similar
manera, o de forma distinta, cuando las funciones inmunitarias estin
comprometidas. Segin el sentido de la modulacién ejercida sobre los
pardmetros inmunitarios en situaciones de inmunodeterioro, puede ocurrir
que un agente sea capaz de paliar la inmunodeficiencia, o, por el contrario,

de agravarla.
A estas consideraciones se suma el hecho de que el colectivo de
enfermos inmunocomprometidos es cada vez mds numeroso. A ello

contribuyen varios componentes: el auge de los trasplantes alogénicos, en
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los que la existencia de incompatibilidades entre el donante y el receptor
impone la necesidad de un tratamiento inmunosupresor prolongado; las
terapias antitumorales agresivas, con efectos colaterales de mielotoxicidad e
inmunodepresién; y la pandemia mundial de SIDA, que ha acumulado
enfermos con inmunodeficiencias que no siempre son totalmente

restauradas por las terapias antirretrovirales combinadas de alta eficiencia.

Estos antecedentes condujeron al disefio del presente estudio, que se
propone como objetivo general el estudio comparado de la actividad
inmunomoduladora de agentes antimicrobianos en  animales

inmunocompetentes y animales inmunocomprometidos.

El objetivo planteado aborda las bases experimentales del concepto
de “antibiético adaptado”. Se trataria de conocer las interacciones entre
agentes antimicrobianos con propiedades inmunoduladoras y el sistema
inmune en condiciones alteradas, de forma que, en cada caso concreto, se
pudiese utilizar un agente quimioterapico apropiado, no solo por su
espectro antimicrobiano, sino también en virtud de las citadas
interacciones. Por ejemplo, en el tratamiento o prevencién de infecciones en
sujetos con una patologia inflamatoria de base, seria apropiado utilizar
agentes antimicrobianos con actividad antiinflamatoria, como es el caso de
los principales miembros de la familia de los macrélidos. En el caso de
enfermos sometidos a un régimen de supresion de la inmunidad especifica,
serfan muy Ttiles antimicrobianos capaces de potenciar la inmunidad
innata sin afectar a la especifica, ya que un efecto paliativo de la
inmunosupresiéon podria promover el rechazo del érgano transplantado o
la reactivaciéon de una patologia autoinmune. Por el contrario, si se trata de
sujetos neutropénicos, como consecuencia de un tratamiento antitumoral
con efectos secundarios de mielotoxicidad, hay que asegurarse de que el
agente antimicrobiano usado no agrave la neutropenia, sino que, mas bien,

contribuya a la recuperacién de la leucopoyesis.
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En el presente estudio, se ha recurrido a modelos de
inmunosupresién experimental representativos de situaciones clinicas de
inmunocompromiso: induccién de leucopenia e inmunosupresiéon con
ciclofosfamida, azatioprina y tacrolimus. En estos modelos, se ha ensayado
la actividad inmunomoduladora de agentes antimicrobianos de uso
frecuente en la profilaxis y el tratamiento de enfermos
inmunocomprometidos: el B-lactdmico ceftriaxona, la fluorquinolona

moxifloxacino, el agente antiviral aciclovir y el antifiingico anfotericina B.
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3.1. ANIMALES.

Se utilizaron ratones BALB/c, hembras, de 6 a 10 semanas de edad y
18 a 22 g de peso corporal. Los ratones se obtuvieron de la Unidad de
Experimentacién Animal de la Universidad de Granada y se mantuvieron
en condiciones libres de patdgenos, con libre acceso a pienso estdndar y

agua estériles.

3.2. ESTUDIOS EX VIVO.

3.2.1. Disenos experimentales.

El disefio de los ensayos de inmunomodulacién ex vivo por los diversos
agentes antimicrobianos estudiados incluyé 4 grupos experimentales,

dispuestos como se indica a continuacién:

* Ratones testigos, que no recibieron ningtn tratamiento.
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e Ratones tratados con el agente antimicrobiano, cuya comparacién
con el grupo testigo permiti6 establecer los posibles efectos

inmunomoduladores de dicho agente solo.

* Ratones tratados con el agente inmunosupresor. Este grupo es el
grupo de referencia para el siguiente. Su comparaciéon con el grupo
testigo permiti6 constatar en cada caso la efectividad del tratamiento

con el inmunosupresor.

e Ratones tratados con el agente inmunosupresor y, posteriormente,
con el agente antimicrobiano. Este grupo se compar6 con el anterior,
para evaluar el posible efecto inmunomodulador del agente
antimicrobiano sobre los pardmetros deprimidos por el

iInmunosupresor.

3.2.2. Tratamientos inmunosupresores.

3.2.2.1. Tratamiento con ciclofosfamida.

Se utiliz6 la ciclofosfamida comercializada por Asta Medica,
Prasfarma S.A. con la denominacién de Genoxal®. La administraciéon se
realiz6 siempre por la via intraperitoneal (i.p.), ajustando las dosis para
inyectar un volumen de 0.2 ml en un animal de 20 g de peso. Se sigui6 el
protocolo descrito por Craig et al. [1991] y Sanati et al. [1997]. Cada animal
recibi6 una dosis inicial de 150 mg/Kg de ciclofosfamida, y pasados tres

dias, se inyect6 una segunda dosis de 100 mg/Kg.
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3.2.2.2. Tratamiento con azatioprina.

Obtuvimos la azatioprina del laboratorio Celltech, en su
presentacion comercializada en Espafia denominada Imurel®. En el
prospecto se indican dosis que oscilan entre 1 y 2.5 mg/Kg/dia por via
intravenosa. En el caso de recurrir a la via oral se administra como maximo
5 mg/Kg/dia. En diversos trabajos publicados las dosis aplicadas van
desde 1.3 a 2 mg/Kg/dia [Rumbo et al., 2002 y Houssiau et al., 2002
respectivamente]. Normalmente, en los ensayos de inmunosupresién sobre
ratones, se aplican las dosis aceptadas para humanos, aunque en un estudio
de Kennedy [1999] se administraron hasta 100 mg/Kg/dia i.p. Nosotros
finalmente, administramos 4 mg/Kg/dia por via ip., durante 4 dias

consecutivos.

3.2.2.3. Tratamiento con tacrolimus.

En un estudio realizado por Moffatt y Metcalfe [2000], donde se
comparaban varios inmunosupresores, la pauta de administracién a
ratones BALB/c fué de 1 mg/Kg/dia por via ip. El laboratorio
farmacéutico (Fujisawa) que lo comercializa con la denominacién de
Prograf® recomienda la administracién de 0.05 a 0.15 mg/Kg/12 h via oral
o bien 0.05 a 0.1 mg/Kg/dia en infusién intravenosa. Nosotros finalmente
decidimos emplear una dosis de 0.1 mg/Kg/12 h durante 6 dias

consecutivos, por via i.p.

3.2.3. Tratamientos con agentes antimicrobianos.

3.2.3.1. Ceftriaxona.
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La ceftriaxona se obtuvo de los Laboratorios Normon S.A. El
prospecto del medicamento indica que las dosis usadas en adultos son de 1
6 2 g por dia, pudiendo elevarse hasta 4 g por dia en casos graves. También
se indican dosis de 50 mg/Kg/dia, en nifios, aconsejando que en ciertos
casos (meningitis), la dosis inicial sea de hasta 100 mg/Kg/dia. Ante estos
datos, se decidi6 ensayar la dosis de 50 mg/Kg, que equivale a 1 mg por
ratén y dia, en una tinica dosis diaria, dada por via i.p. en un volumen de
0.2 ml para un animal de 20 g, durante tres dias. En los tratamientos
combinados, la administracién de ceftriaxona se inici6 a las 24 h de la

dltima inyeccion del agente inmunosupresor.

3.2.3.2. Moxifloxacino.

Se administré moxifloxacino del laboratorio Bayer S.A. en una tnica
dosis de 50 mg/Kg/dia via i.p. durante tres dias consecutivos. Las dosis
Unicas y orales, en humanos, estdn entre 50-800 mg/dia [Wise, 1999]. En
animales normalmente se ha utilizado dosis de 100 mg/Kg/dia
administrado a través de canula esofdgica [Lounis et al., 2001]. Cuando se
administra intravenosamente se suelen emplear de 50-100 mg/Kg/dia

[Bermudez et al., 2001].

En los tratamientos combinados, la administracion de moxifloxacino

se inici6 a las 24 h de la tltima inyeccién del agente inmunosupresor.

3.2.3.3. Anfotericina B.

Se utilizé anfotericina B comercializada por Bristol Myers Squibb,
con la denominacién de Fungizona®. Las dosis recomendadas en
infecciones sistémicas en humanos son de 0.5 mg/Kg/dia. En varios
estudios sobre ratones las dosis oscilan entre 0.5 y 1 mg/Kg/dia [Larabi et

al., 2004; Takemoto ef al., 2004]. Nosotros utilizamos una concentracién de 1
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mg/Kg/dia durante tres dias consecutivos, iniciando el tratamiento, en los
animales sometidos a inmunosupresiéon, 24 h después de la ultima

inyeccién del agente inmunosupresor.

3.2.3.4. Aciclovir.

Se wutilizé el preparado comercializado por GlaxoSmithKline,
denominado Zovirax® para administracion parenteral. La posologia
utilizada es variable, ya que depende de la infeccion y del estado fisiologico
del paciente. Como norma, se puede decir que las dosis estan entre 200 y
800 mg repartidos en varias tomas al dia. Nosotros decidimos utilizar una
dosis de 8 mg/Kg dos veces al dia, por via intraperitoneal, durante 3 dias
consecutivos. En los animales sometidos a inmunosupresién, la
administraciéon de aciclovir se inicié, como en los otros casos, 24 h después

de la dltima inyeccién del agente inmunosupresor.

3.3. ESTUDIOS IN VITRO.

Se realizaron ensayos in vitro para examinar los efectos de tacrolimus
y sus combinaciones con los 4 agentes antimicrobianos estudiados sobre la
capacidad de respuesta de esplenocitos procedentes de animales no
tratados. El tacrolimus se utiliz6 a un rango de concentraciones finales
entre 0.005 y 5 pg/ml [Spychala y Mitchell, 2002], y, de acuerdo con
ensayos previos, se eligi6 una concentracion de 0.05 pg/ml. Los
antimicrobianos se utilizaron a las siguientes concentraciones finales:
ceftriaxona, 100 pg/ml [Pacheco et al., 1994]; moxifloxacino, 8 pg/ml
[Bermudez et al., 2001]; anfotericina B, 2 ng/ml [Lewis et al., 2002]; aciclovir,
10 pg/ml [Belaid et al., 2002]. Se ensayaron los 5 agentes por separado y las

combinaciones del tacrolimus con cada uno de ellos.
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3.4. RECUENTO DE LEUCOCITOS
PERIFERICOS.

Los animales se anestesiaron con éter etilico. Se hepariniz6 una
pipeta pasteur, cuyo extremo se introdujo en el seno venoso retroorbital. En
ese momento, la sangre venosa asciende por la pipeta. Cuando se obtuvo

un volumen suficiente, la sangre se pasé a un tubo de hemolisis.

Para proceder a los recuentos se afiadieron 20 ul de sangre
heparinizada sobre 80 ul de liquido de Turk, se homogeneiz6 la suspensién
y se insertd una gota en una cdmara hemocitométrica de Neubauer. Los

resultados se expresaron como ntimero de leucocitos por mm? de sangre.

3.5. RECUENTO DE ESPLENOCITOS.

Los animales se sacrificaron por dislocamiento cervical. Se aseptiz6
la superficie corporal con etanol y se dispuso el cuerpo sobre un soporte
aseptizado, en el interior de una cabina de flujo laminar. Usando material
quirtargico estéril, se practicaron sucesivas incisiones en la piel, que se
aparté a ambos lados, y en el peritoneo, para proceder a la extraccién del
bazo, que se llevo sobre una rejilla metélica estéril, depositada en una placa
petri conteniendo 10 ml de medio de cultivo de células RPMI 1640,
suplementado como se indica mdas adelante(3.7.1.). Se procedi6 a
homogeneizar el bazo, presionandolo sobre la rejilla con el extremo ancho
de una jeringa de plastico de 5 ml, estéril. Se dejaron decantar los residuos
tisulares macroscépicos y se aspird la suspension celular con una pipeta

desechable de 10 ml conectada a un dispositivo de pipeteo automaético, para
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transferirla a un tubo de centrifuga de poliestireno estéril de 15 ml. Las
células se sedimentaron en centrifuga refrigerada (10 min a 1000 rpm y 5°C)
y se deseché el sobrenadante. El sedimento celular se resuspendi6 en 5 ml
de tampon de lisis de hematies (Sigma) y la suspensioén se mantuvo 5 min a
temperatura ambiente, tras lo cual se afiadieron 5 ml de medio para
proteger a las células nucleadas de un posible dafio hipoténico y se
practicaron dos lavados por centrifugacién en las condiciones descritas
anteriormente, resuspendiendo cada vez las células en medio de cultivo

RPMI 1640.

3.6. RECUENTO DE CELULAS NUCLEADAS EN
MEDULA OSEA.

Una vez sacrificado el animal, se fij6 sobre la tablilla de operaciones,
en posicién dectibito prono. Se aseptizo la piel con etanol. Usando tijeras y
pinzas de diseccion, se cort6 la piel a lo largo de un miembro inferior, se
separaron las capas musculares y se puso al descubierto el fémur. Se cort6
la unién del fémur con la cadera, y se extrajo el fémur con pinzas,
procurando desprender la rétula. Se perforaron ambos extremos del fémur
con la aguja de una jeringa de 1 ml. Con una jeringa similar, se tomé 1 ml
de PBS, se insert6 la aguja en uno de los extremos perforados del fémur y se
expelié la mitad del volumen, haciéndolo pasar a través del fémur para
arrastrar el contenido medular. A continuacién, se insert6 la aguja en el
otro extremo, haciendo pasar el resto del PBS por el canal medular en
sentido contrario. El liquido de lavado, con el contenido medular, se
recogi6 integramente en un tubo de ensayo, donde se diluy6 a 1:2 6 1:3 en
liquido de Turk, para proceder al recuento de células nucleadas. Este se
llev6 a cabo en una cdmara hemocitométrica de Neubauer. Los resultados

se expresaron como nimero de células nucleadas por fémur.
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3.7. LINFOPROLIFERACION EN RESPUESTA A
MITOGENOS.

El procedimiento seguido, que se describe a continuacién, ha sido
optimizado en nuestro Laboratorio y es usado de rutina en la investigacién

que en él se desarrolla [Ruiz-Bravo et al., 1996].

3.7.1. Medio de cultivo.

Se utiliz6 el medio RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO),
suplementado con piruvato sédico (1 mM), L-glutamina (2 mM) y 2-
mercaptoetanol (50 uM). Finalmente, se adicionaron 10 ml de suero fetal de
ternera (FCS) por cada 100 ml de medio. Todos los suplementos utilizados
se obtuvieron de Sigma. El medio asi preparado se esteriliz6 por filtracion
con presion positiva (suministrada por una bomba peristaltica) a través de
membranas Millipore de 0.22 pm de didmetro de poro. La esterilidad se
comprobd manteniendo el medio a temperatura ambiente durante 24 h, tras
lo cual el medio se conservé en frigorifico, usdndolo en un plazo no
superior a 10 dias, dado que algunos componentes como la glutamina se

pierden progresivamente por hidrdlisis espontanea.

3.7.2. Obtencidon de suspensiones de esplenocitos.

El procedimiento se ha descrito en el apartado 3.5.

3.7.3. Recuento de células viables y ajuste de las suspensiones.

114



Material y métodos

De la suspension de esplenocitos se tomaron 100 pl, que se llevaron a
un tubo eppendorf sobre 500 pl de Azul tripan (Sigma) y 400 pl de medio
de cultivo celular RPMI 1640. Con esta dilucién a 1:10 se llen6 una cdmara
hemocitométrica de Neubauer, para proceder al recuento de células viables
(que excluyen el colorante azul). La viabilidad de las suspensiones fue en
todos los casos superior al 95% (en el caso de obtener suspensiones con
porcentajes de viabilidad inferiores, deben ser eliminadas). La suspension
original se centrifugé en las condiciones descritas anteriormente, y el
sedimento celular se resuspendi6é en un volumen apropiado de medio de

cultivo, para conseguir una concentracién de 5 x 10° células viables por ml.

3.7.4. Cultivo de esplenocitos.

Los cultivos se realizaron en placas microtiter de fondo plano
(Costar, Cambridge, Mass.). Se distribuyeron 100 pl de la suspension
celular por pocillo (es decir, cada pocillo recibié 5 x 10° células). En los
ensayos ex vivo, cada suspension, procedente de un bazo, se distribuy6 en
columnas de 8 pocillos: una columna, cuyos pocillos sélo recibieron células,
se reservé como blanco; las columnas siguientes recibieron los distintos
agentes mitogénicos, a razén de 10 ul por pocillo. En los ensayos in vitro, se
mezclaron volimenes iguales de suspensiones ajustadas, procedentes de
tres bazos de animales no tratados, y se incubaron en ausencia 6 presencia
de tacrolimus, agentes microbianos y sus combinaciones, disponiendo en
cada caso columnas de 8 pocillos para el blanco y para cada mitégeno. Los
mitégenos probados y sus concentraciones finales fueron: LPS comercial de
Salmonella typhi (Sigma), a 2.5 pg/ml, como mitégeno estdndar de células B
y concanavalina A (ConA) (Sigma), a 1 pg/ml, como mitégeno estdndar de
células T. Las placas se incubaron durante 72 h a 37°C en estufa con 5% de

tensién parcial de CO2 y humedad ambiental a saturacién.
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3.7.5. Medida de la linfoproliferacion.

La proliferacion celular se determind por el método colorimétrico
descrito por Mosmann [1983]. Concluidos los tres dias de incubacién, las
placas se llevaron a la cabina de flujo laminar, donde se afiadi6 a cada
pocillo 10 pl de una solucién de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) (Sigma), al 0.5% en PBS, recién preparada
(extemporanea) y esterilizada por filtracion (filtro Millipore de 0.22 pm
para jeringa). Las placas se reincubaron en las condiciones descritas,
durante 4 h; en este tiempo, las células metabdlicamente activas reducen el
MTT a un derivado tetrazdlico coloreado. Transcurrida esta incubacién,
cada pocillo recibi6 100 ul de isopropanol acido (0.42 ml de HCI al 35% por
cada 100 ml de isopropanol), con el fin de extraer de las células el colorante
reducido. Se aspir y expeli6 varias veces el contenido de cada pocillo, con
el fin de solubilizar completamente los cristales del colorante reducido. Las
placas se introdujeron en un lector microELISA (Behring EL 311),
previamente programado para leer absorbancias a 570 nm y 630 nm de
referencia. Para los cultivos de cada suspensién, se usaron como blanco los
8 pocillos de la columna reservada para ello. Los resultados se expresaron
como media aritmética de las densidades 6pticas de los 8 pocillos de cada

columna destinada a un agente mitégeno.

3.8. CULTIVO DE CELULAS DE MEDULA
OSEA.

3.8.1. Obtencion de factor estimulador de colonias de
granulocitos/macrofagos (GM-CSF).

Se utiliz6 como fuente de GM-CSF suero de ratones inyectados con

LPS [Metcalf, 1977]. Para ello, se preparé una solucién de LPS comercial, al
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0.005%, en medio isoténico, que se inyect6 en el seno venoso retroorbital,
previa anestesia del animal con éter etilico. Cada ratén recibié un volumen
de 100 pl, lo que equivale a 250 pg por de peso corporal. A las tres horas, se
extrajo la sangre de los ratones mediante una pipeta pasteur insertada en el
seno venoso retroorbital. La sangre se dej6é coagular para su posterior
centrifugacion a 5000 rpm durante 5 minutos. Se separ6 el suero y se

esteriliz6 por filtracién (filtro Millipore de 0.22 pm para jeringa).

3.8.2. Obtencion de las células de médula 6sea.

Se realiz6 igual que en apartado 3.6, pero con las siguientes
variaciones: se trabaj6é en el interior de la cabina de flujo laminar, en
condiciones estériles; las células, no se extrajeron con PBS, sino con medio
RPMI 1640 con FCS al 15%; y se contaron las células viables, por exclusién

con azul tripén, para ajustar la suspensién a 10 células viables por ml.

3.8.3. Condiciones del cultivo de células de médula osea.

El cultivo se realiz6 en placas de poliestireno estériles de 12 pocillos,
a cada pocillo se afiladi6é 100 ul de la suspensién de células, 100 pl de suero
fuente de GM-CSF y 1 ml de medio a sobrefusién (38°C). El medio fue
RPMI 1640, suplementado con glutamina, piruvato, FCS al 15% y agarosa
al 0.3%. Para su preparacion, la agarosa se fundi6, a doble concentracién,
en agua desionizada y se mantuvo a sobrefusiéon para afiadir un volumen
igual de RPMI 1640 a doble concentracién (al igual que los suplementos).

Las placas se incubaron 7 dias a 37°C en atmosfera con 5% de COp y

humedad.

117



Material y métodos

3.8.4. Lectura.

Inicialmente, cada célula madre del linaje mieloide/
megacariocitoide, en presencia de GM-CSF, originara un cluster de células
y, a los siete dias de incubacién, se deben observar ya colonias bien
desarrolladas de granulocitos/monocitos (GM-CFU). Las colonias se

contaron con un microscopio invertido.

3.9. ANALISIS ESTADISTICO.

La significacion estadistica de las diferencias entre los grupos de
datos obtenidos de animales testigos y de los animales tratados, se
determiné por el test de la t de Student. Los valores de P < 0.05 se

consideraron significativos.
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4. RESULTADOS
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4.1. MODELO DE INMUNOSUPRESION CON
CICLOFOSFAMIDA.

4.1.1. Caracteristicas del modelo.

En ensayos previos, se compararon los efectos de distintos
protocolos de tratamiento con ciclofosfamida [Amat, 2001; Jiménez-Valera
et al., 2003]. Basdndose en la severidad y duracion de la leucopenia
inducida, se seleccioné el tratamiento descrito en Material y Métodos,
cuyos efectos sobre los pardmetros inmunitarios se presentan a

continuacion.

La Figura 1 presenta los efectos de la ciclofosfamida sobre los niveles
de leucocitos circulantes en un periodo de 7 dias tras la tltima inyeccién
del agente inmunosupresor. El tratamiento causé una leucopenia que se
mantuvo, con cifras inferiores a 2000 leucocitos/mm?3, durante al menos 4

dias; los porcentajes, respecto de los recuentos en animales testigos, fueron
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19%, 22%, 27% y 36%, respectivamente. Aunque la grafica muestra una
clara tendencia a la recuperaciéon desde el dia 1, en este experimento los
niveles de los testigos no se habian alcanzado atn en el dia 7 después del

tratamiento, que ofrecié un porcentaje del 65%.

Figura 1 Efecto de la ciclofosfamida sobre los
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La ciclofosfamida tuvo un efecto claramente depresor de la
mielopoyesis (Figura 2). Los recuentos en los dias 1 y 2 fueron muy bajos,
representando el 7.2% y el 16% del tamafio de la poblacién medular por
fémur en animales testigos. A partir del dia 3 se inici6 la recuperacion de la
funcién medular; las poblaciones medidas representaron el 44%, en el dia 3;

64%, en el dia 4; y 65%, en el dia 7.

Figura 2 Efecto de la ciclofosfamida sobre la
médula Gsea.
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La Figura 3 muestra un interesante efecto difdsico de la
ciclofosfamida sobre el ntimero de esplenocitos: entre los dias 1 y 4, se
registr6 una disminucién en el tamafio de los bazos (los recuentos de
esplenocitos representaron valores del 33%, en los dias 1y 2, 37%, el dia 3 y
65%, el dia 4. En el dia 7, este efecto se invirti6, alcanzandose recuentos del

244% respecto de los testigos, lo que se tradujo en una notable

esplenomegalia.
Figura 3. Efecto de la ciclofosfamida sobre los
esplenocitos.
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Para evaluar el efecto del tratamiento con ciclofosfamida sobre la

capacidad de respuesta de los linfocitos B, se examiné la proliferacién
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celular en cultivos de esplenocitos estimulados con LPS. Los resultados
mostrados en la Figura 4 ponen de manifiesto un efecto supresor, que se
apreci6 ya en el dia 1, con una respuesta que representé el 52% de la
obtenida con los esplenocitos de los animales testigo. En el dia 4, el efecto
supresor fue mds acusado: la respuesta representd el 22% de la
proliferacién de los cultivos del grupo testigo. Los dias 8 y 11, los valores
de los esplenocitos de animales tratados, estimulados con LPS, fueron
inferiores a la proliferacién basal. El dia 14 se recuper6 la capacidad de
proliferar en respuesta al LPS, pero el promedio (53%) siguié siendo

significativamente inferior al del grupo testigo.

Figura 4. Efecto de la ciclofosfamida sobre la
linfoproliferacion en respuesta a LPS.
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También la linfoproliferacién en respuesta a ConA se vio deprimida
por el tratamiento con ciclofosfamida (Figura 5), pero el efecto sobre las
células T fue menos intenso que el observado sobre las células B. Sélo se
registré supresion significativa en los dias 4 y 8, con unos promedios de
proliferacién del 14% y 30%, respectivamente, en relaciéon con los animales

testigos.
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Figura 5. Efecto de la ciclofosfarnida sobre la
linfoproliferacion en respuesta a ConA.
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Es interesante resaltar que, en los ensayos realizados a los 8 y 11 dias
post-tratamiento, se observé que los cultivos de esplenocitos de animales
tratados, que no habian sido estimulados in vitro, tenian unos valores
(basales) de absorbancia claramente superiores a los de los animales
testigos (datos no mostrados). Esto revela una considerable actividad
blastica en los bazos de los animales tratados, coincidente con el inicio de la

fase de esplenomegalia.

4.1.2. Inmunomodulacion por ceftriaxona.

Los resultados presentados en la Figura 6 revelan, en primer lugar,
que el tratamiento con ceftriaxona afecté a los recuentos de esplenocitos,
produciendo una reduccién significativa de los mismos; en cambio, los
niveles de leucocitos circulantes y de células nucleadas en médula ¢sea no

sufrieron alteraciones significativas.

Figura 6. Efectos de la ciclofosfamida y la
ceftriaxona en leucocitos, medula 6sea y
esplenocitos.
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Unidades: Leucocitos x 103/mmb3; células de médula x 106 /fémur;
esplenocitos x107 /bazo. Cef: ceftriaxona. Ciclo: ciclofosfamida.

Ciclo+Cef: ciclofosfamida+ceftriaxona.

Por su parte, los animales tratados con ciclofosfamida exhibieron el
patrén esperado, teniendo en cuenta que el sacrificio se realizé a los 4 dias
de finalizado el tratamiento inmunosupresor: se observaron leucopenia y
disminucién de esplenocitos significativos, siendo normales los recuentos

de células nucleadas en médula Gsea.

Globalmente, la ceftriaxona no modific6 de forma significativa
ninguno de los recuentos afectados por la ciclofosfamida. El tratamiento
combinado acentué la leucopenia causada por la ciclofosfamida sola e
increment6 la celularidad medular pero sin que las diferencias entre ambos

grupos llegasen a ser significativas.

La Figura 7 muestra los resultados de los ensayos de
linfoproliferacién. El tratamiento con ceftriaxona sola no afect6 de forma
significativa a las respuestas a LPS y ConA. En concordancia con los
resultados previos (establecimiento del modelo), la ciclofosfamida suprimi6
significativa y drasticamente la linfoproliferacién en respuesta a ambos

mitégenos. La administracién de ceftriaxona a los animales previamente
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tratados con ciclofosfamida no modificé la supresién de la respuesta a LPS,
pero si afect6 a la respuesta a ConA, que se recuperd considerablemente;
aun cuando los niveles de proliferacién siguieron estando claramente por
debajo de los correspondientes a animales testigos, las diferencias ya no
alcanzaron la significacién estadistica. La dispersiéon de datos en este grupo
es responsable de que tampoco se obtuvieran diferencias significativas
respecto del grupo que recibi6 ciclofosfamida sola, aunque el promedio de
proliferacion sea muy superior en los animales que recibieron el

tratamiento combinado.

Los resultados de las medidas de células progenitoras de
granulocitos y macréfagos en médula 6sea, presentados en la Figura 8,
evidenciaron un aumento significativo como consecuencia del tratamiento
con ciclofosfamida (P < 0.01). La administracién de ceftriaxona no modificé
sensiblemente este pardmetro, ni en los animales inmunocompetentes, ni en

los previamente inmunosuprimidos.

Figura 7. Efectos de la ciclofosfamida y la
ceftriaxona sobre la linfoproliferacion.
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Cef: ceftriaxona. Ciclo: ciclofosfamida. Ciclo+Cef: ciclofosfamida-+ceftriaxona.
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Figura 8 Efectos de la ciclofosfamida y la
cefiriaxona sobre la funcion medular.
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Cef: ceftriaxona. Ciclo: ciclofosfamida. Ciclo+Cef: ciclofosfamida-+ceftriaxona.

4.1.3. Inmunomodulacién por moxifloxacino.

Como se aprecia en la Figura 9, el tratamiento con esta
fluorquinolona produjo una reduccion significativa (P < 0.05) del namero
de leucocitos circulantes, cuyo promedio bajé a un 62% del promedio
obtenido para los testigos. Los valores de células en médula 6sea y
esplenocitos no sufrieron alteraciones significativas. El tratamiento con
ciclofosfamida produjo los acostumbrados descensos en los niveles de
leucocitos, células de médula 6sea y esplenocitos. Respecto de este grupo,
los animales que recibieron el tratamiento combinado de inmunosupresor y
antimicrobiano presentaron recuentos significativamente mdés bajos de
leucocitos y esplenocitos (promedios de 58% y 54%, respectivamente; P <

0.05).

Figura 9. Efectos de la ciclofosfamida y el
moxifloxacino sobre leucocitos, médula 6sea y

esplenocitos. 129
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Unidades: Leucocitos x 103/ mm3; células de médula x 106 /fémur;
esplenocitos x107/ bazo. Moxi: moxifloxacino. Ciclo: ciclofosfamida.

Ciclo+Moxi: ciclofosfamida+ moxifloxacino.

La Figura 10 presenta los resultados de la proliferaciéon de
esplenocitos en respuesta a los mitégenos LPS y ConA. Las respuestas de
las células de ratones tratados con moxifloxacino no difirieron de forma
significativa de las procedentes de animales testigos. La ciclofosfamida
suprimié  drdsticamente ambas respuestas, supresiéon que fue
significativamente atenuada por el tratamiento con moxifloxacino (los
promedios de los animales tratados con ambos agentes representaron
1180% de la respuesta a LPS y 128% de la respuesta a ConA de los animales
tratados con ciclofosfamida, con valores de P < 0.02 para LPS y < 0.01 para
ConA).

En la Figura 11 se muestran los resultados de medidas de células
progenitoras de granulocitos y macréfagos en médula 6sea. El tratamiento
con moxifloxacino causé una elevacion moderada (142%) pero significativa
(P < 0.05) respecto de los testigos. La ciclofosfamida elev¢ el recuento hasta
un 268% del valor de los testigos (P < 0.005). El tratamiento combinado
elevé atin més el recuento, pero la diferencia respecto de los animales

tratados solo con ciclofosfamida no fue significativa.
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Figura 10. Efectos de la ciclofosfamida y el
il ino sobre 1a linfoproliferaci
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Moxi: moxifloxacino. Ciclo: ciclofosfamida.
Ciclo+Moxi: ciclofosfamida+ moxifloxacino.
Figura 11 Efectos de la ciclofosfamida y el
moxifloxacino sobre la funcion melular.
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Moxi: moxifloxacino. Ciclo: ciclofosfamida.

Ciclo+Moxi: ciclofosfamida+ moxifloxacino.

4.1.4. Inmunomodulacion por anfotericina B.

El tratamiento con anfotericina B no indujo cambios en los recuentos

de leucocitos periféricos, células de médula 6sea y esplenocitos de los
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animales testigos, ni tampoco modificé los efectos de la ciclofosfamida

sobre estos pardmetros (Figura 12).

La proliferaciéon de esplenocitos en respuesta a mitdgenos se vio
deprimida por la anfotericina B, alcanzando niveles significativos en el caso
de la ConA (P < 0.05), pero el antifangico no modificé significativamente

las respuestas suprimidas por la ciclofosfamida. Estos datos se presentan en

la Figura 13.
Figura I2. Efectos de la ciclofosfamida y la
anfotericina B en leucocitos,médula 6sea y
esplenocitos.
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Unidades: Leucocitos x 103/ mm3; células de médula x 106 /fémur;
esplenocitos x107 /bazo. Anfot: anfotericina B. Ciclo: ciclofosfamida.

Ciclo+Anfot: ciclofosfamida+anfotericina B.

En lo que se refiere a las células progenitoras de granulocitos y
macroéfagos, la ciclofosfamida increment6 el recuento significativamente (P
< 0.01), pero la anfotericina B no introdujo alteraciones apreciables en

ningtn caso (Figura 14).

Figura 13. Efectos de la ciclofosfamida y la
anfotericina B sobre la linfoproliferacion.
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Anfot: anfotericina B. Ciclo: ciclofosfamida.

Ciclo+Anfot: ciclofosfamida+anfotericina B.

Figura 14. Efectos de Ia ciclofosfamida y Ia
anfotericina B sobre la funcién melular.
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Anfot: anfotericina B. Ciclo: ciclofosfamida.

Ciclo+Anfot: ciclofosfamida+anfotericina B.

4.1.5. Inmunomodulacion por aciclovir.
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Este agente antiviral causé un significativo descenso en el recuento
de leucocitos periféricos, que represent6 el 61% del promedio en los
testigos (P < 0.05), pero los niveles de células en médula 6sea y de
esplenocitos no se vieron alterados, asi como tampoco se modificé el efecto

de la ciclofosfamida en los tres parametros (Figura 15).

Figura 15. Efectos de la ciclofosfamida y el
aciclovir en leucocitos, médula 6sea y
esplenocitos.
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Unidades: Leucocitos x 103/mmb3; células de médula x 106 /fémur;
esplenocitos x107 /bazo. Aciclo: aciclovir. Ciclo: ciclofosfamida.

Ciclo+Aciclo: ciclofosfamida+aciclovir.

En la Figura 16 se muestran los datos de los ensayos de proliferacién
en respuesta a mitdgenos. El tratamiento con aciclovir no modificé las
respuestas de los esplenocitos de animales inmunocompetentes. En el caso
de los suprimidos por ciclofosfamida, el aciclovir tampoco introdujo
alteraciones significativas, pero es interesante sefialar que la respuesta a
LPS mejoré notablemente, aunque sin llegar a diferencias significativas,

pero de forma consistente siempre que se repitié el ensayo.
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Finalmente, la Figura 17 muestra los datos de los cultivos de médula
O0sea. En este caso, ninguno de los tratamientos realizados caus6

modificaciones significativas.

Figura 16. Efectos de la ciclofosfamida y el
aciclovir sobre la linfoproliferacion.
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Aciclo: aciclovir. Ciclo: ciclofosfamida. Ciclo+Aciclo: ciclofosfamida+aciclovir.

Figura. I7. Efectos de la ciclofosfamida y el
aciclovir sobre la funcion medular.
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Aciclo: aciclovir. Ciclo: ciclofosfamida. Ciclo+Aciclo: ciclofosfamida+aciclovir.
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4.2. MODELO DE INMUNOSUPRESION CON
AZATIOPRINA.

4.2.1. Caracteristicas del modelo.

Para conocer la evolucién temporal de los pardmetros investigados,
en el modelo de inmunosupresiéon con azatioprina, se realizaron medidas
de leucocitos circulantes, células nucleadas de médula 6sea y esplenocitos

en los dias 1 y 4 después de la dltima inyeccion del agente inmunosupresor.

El tratamiento indujo una significativa leucopenia en ambos dias,
con valores que representaron el 41% y 59% de los correspondientes a los

testigos (Figura 18).

Figura 18. Efecto del tratamiento con azatioprina
sobre los leucocitos periféricos.
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La azatioprina mostré una moderada mielotoxicidad, reduciendo el
recuento de células nucleadas a un 54% de los testigos, en el dia 1. Las

diferencias en el dia 4 no fueron significativas (Figura 19).

Figura 19. Efecto del tratamiento con azatioprina
sobre la médula ésea.
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4 se obtuvieron recuentos que representaron el 63% del valor promedio en

los animales testigos (Figura 20).

Figura 20. Efecto del tratamiento con azatioprina
sobre los esplenocitos.
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El tratamiento con azatioprina deprimi6 significativamente (P < 0.05)
la proliferaciéon de los esplenocitos en respuesta a LPS en el dia 1 post-
tratamiento, rebajandola a un 43% respecto de la respuesta de los testigos
(Figura 21). En el dia 4 el efecto supresor se atenud y la diferencia no fue

significativa.

Figura 21 Efecto de la azatioprina enla

linfoproliferacion en respuesta a LPS.
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La respuesta de los esplenocitos a ConA se vio asimismo suprimida
significativamente (P < 0.05) en los dias 1 y 4, representando el 65% y 75%

de la respuesta de los animales testigos, respectivamente (Figura 22).

Figura 22 Efecto de la azatioprina enla
linfoproliferacion en respuesta a Con A.
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4.2.2. Inmunomodulacion por ceftriaxona.

El tratamiento con ceftriaxona modulé los recuentos de leucocitos
periféricos, células nucleadas de médula 6sea y esplenocitos de forma
cualitativamente similar a lo observado en los ensayos descritos en el
apartado 4.1.2, con la salvedad de que, al ser menores las desviaciones en
estas medidas, los descensos de leucocitos y esplenocitos fueron
estadisticamente significativos, asi como el incremento de células de

médula 6sea (P < 0.05 en todos los casos) (Figura 23).

En la misma Figura 23 se observa que los resultados del tratamiento
con azatioprina fueron consistentes con lo descrito en el estudio de
evolucién temporal (datos correspondientes al dia 4). En los animales
sujetos al tratamiento combinado, la leucopenia inducida por azatioprina
fue algo mds acusada, pero sin diferencias significativas; en compensacion,
los valores de células nucleadas de médula 6sea se elevaron, pero tampoco
fueron significativos respecto de los testigos ni de los tratados con
azatioprina sola; finalmente, se mantuvo la disminucién de esplenocitos

debida a la azatioprina.

Figura 23. Efectos de la azatioprina y ceftriaxona
sobre leucocitos, médula 6sea y esplenocitos.
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Unidades: Leucocitos x 103/mm3; células de médula x 106 /fémur;
esplenocitos x107 /bazo. Cef: ceftriaxona. Aza: azatioprina.

Aza+Cef: azatioprina+ceftriaxona.

Los efectos sobre la proliferaciéon de esplenocitos en respuesta a
mitédgenos se muestran en la Figura 24. El tratamiento con ceftriaxona
indujo una supresion significativa (P < 0.05) de la respuesta a ConA. En los
ensayos anteriores (apartado 4.1.2), este efecto no fue significativo; en todos
los parametros medidos, la ceftriaxona se mostré mas activa en este grupo
de ensayos. La combinacién de azatioprina y ceftriaxona no produjo
cambios significativos en ninguna de las respuestas, ni respecto de los

animales tratados con azatioprina, ni de los testigos.

Figura 24. Efectos de la azatioprina y la cefiriaxona
sobre la linfoproliferacion.
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Cef: ceftriaxona. Aza: azatioprina. Aza+Cef: azatioprina+ceftriaxona.

4.2.3. Inmunomodulacion por moxifloxacino.

Tal como se describi6 en el apartado 4.1.3, el tratamiento con
moxifloxacino disminuyé significativamente el recuento de leucocitos
periféricos, que descendi6 al 51% (P < 0.01). La azatioprina también causé
leucopenia significativa, como era de esperar. Cuando los ratones tratados
con azatioprina recibieron moxifloxacino, no se registr6 ninguna
modificacion de interés sobre los efectos propios del tratamiento

inmunosupresor. Estos resultados se presentan en la Figura 25.

La Figura 26 presenta los resultados de los ensayos de respuesta a
mitégenos. Como se observd en las experiencias descritas en 4.1.3, el
tratamiento con moxifloxacino no altero las respuestas a LPS ni a ConA. La
respuesta a ConA de los esplenocitos de animales tratados con azatioprina
representé el 73% de la de los testigos. Sin embargo, el tratamiento
adicional con moxifloxacino eliminé este efecto supresor: la respuesta a
ConA de los esplenocitos de animales sometidos al tratamiento combinado
fué 126% de la de los animales testigos, y 173% respecto de la de los
tratados con azatioprina solo; las diferencias entre los tratados con el agente
supresor y los que recibieron el tratamiento combinado rozé Ila

significacion.

Figura 25. Efectos de la azatioprina y
moxifloxacino sobre leucocitos, médula 6sea y
esplenocitos.
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Unidades: Leucocitos x 103/mmb3; células de médula x 106 /fémur;
esplenocitos x107 /bazo. Moxi: moxifloxacino. Aza: azatioprina.

Aza+Moxi: azatioprina+moxifloxacino.

Figura 26. Efectos de la azatioprina y
” ino sobre Ia linfooroliferacio
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Moxi: moxifloxacino. Aza: azatioprina. Aza+Moxi: azatioprina+moxifloxacino.

4.2.4. Inmunomodulacion por anfotericina B.

Como se aprecia en la Figura 27, el tratamiento con anfotericina B no
modificé6 de forma significativa los recuentos de leucocitos circulantes,
células nucleadas de médula o6sea y esplenocitos. La leucopenia

significativa inducida por azatioprina no fue modificada por el tratamiento
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combinado (el descenso de leucocitos siguié siendo significativo respecto
de los testigos, pero no hubo diferencias apreciables respecto de los que
recibieron azatioprina sola); en los otros recuentos, ni azatioprina ni el

tratamiento combinado introdujeron alteraciones sustanciales.

Figura 27. Efectos de la azatioprina y anfotericina
B sobre leucocitos,médula 6sea y esplenocitos.
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Unidades: Leucocitos x 103/mma3; células de médula x 106 /fémur;
esplenocitos x107/ bazo. Anfot: anfotericina B. Aza: azatioprina.

Aza+Anfot: azatioprina+anfotericina B.

Las respuestas de proliferaciéon se muestran en la Figura 28. El
tratamiento con anfotericina B ejerci6 una moderada pero significativa
supresion de la respuesta a ConA, comparable a la inducida por
azatioprina. Este comportamiento del agente antiftingico coincidi6é con el
observado en los ensayos anteriores (apartado 4.1.4). Curiosamente, el
efecto supresor de la combinacién de ambos tratamientos no alcanzé

niveles significativos.
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Figura 28. Efectos de la azatioprina y anfotericina
B sobre la linfoproliferacion.
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Anfot: anfotericina B. Aza: azatioprina. Aza+Anfot: azatioprina+anfotericina B.

4.2.5. Inmunomodulacién por aciclovir.

La Figura 29 muestra que el aciclovir indujo leucopenia significativa
(represento6 el 39.5% respecto de los testigos, P < 0.01), tal y como se habia
observado en los ensayos anteriores (apartado 4.1.5); ademads, en este caso,
el efecto reductor sobre el ntiimero de esplenocitos (que alcanzé solo un
65% del promedio de los testigos) llegé también a la significaciéon (P < 0.01).
El tratamiento con azatioprina redujo los leucocitos a un 53.3% respecto de
los testigos (P < 0.05); el tratamiento combinado agravé esta situacion (la
poblacién representé solo un 23% de la obtenida en testigos, P < 0.001). Las
alteraciones en el resto de los pardmetros no alcanzaron niveles

significativos.
En la Figura 30 se observa que ninguno de los tratamientos indujo

cambios significativos sobre la proliferacién de esplenocitos en respuesta a

mitégenos. En este ensayo, el tratamiento con azatioprina deprimié la
y
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respuesta a ConA, respecto de los testigos, pero sin alcanzar significacién

estadistica; el tratamiento combinado se alej6 de la significacion.

Figura 29 Efectos de la azatioprina y el aciclovir
en leucocitos, médula 6sea y esplenocitos.
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Unidades: Leucocitos x 103/ mm3; células de médula x 106 /fémur;
esplenocitos x107 /bazo. Aciclo: aciclovir. Aza: azatioprina.

Aza+Aciclo: azatioprina+aciclovir.

Figura 30. Efectos de la azatioprina y el aciclovir
sobre la linfoproliferacion.

aLpPS
A ConA

Aza Azat+Addo

éptica (570,630)

145



Resultados

Aciclo: aciclovir. Aza: azatioprina. Aza+Aciclo: azatioprina+aciclovir.

4.3. MODELOS DE INMUNOSUPRESION CON
TACROLIMUS.

4.3.1. Caracteristicas del modelo ex vivo.

En este apartado se presentan datos de dos experimentos
representativos de nuestro estudio previo de las caracteristicas del modelo
de supresion por tacrolimus. La Figura 31 recoge las medidas de leucocitos
circulantes: en el dia 1 después de finalizado el tratamiento
inmunosupresor, se observé leucopenia que en uno de los experimentos
alcanz6 significacion (P < 0.005), con una poblacién que represent6 el 63%
de los testigos, mientras que en el otro, aunque el descenso fue mas
pronunciado (solo persistié el 52% de la poblacién de leucocitos), el valor
de P no alcanz6 la significacion. En ambos experimentos, tras la leucopenia
se observo leucocitosis: la poblacién se elevé hasta un 130% en el dia 4 (P <
0.05), en un experimento, y hasta un 157% en el dia 5 (P < 0.02) en el otro.
En los dias 8 y 9, correspondientes a los dos experimentos, los valores no

difirieron sensiblemente de los obtenidos con los testigos.

Figura 31 Efecto del tacrolimus sobre los
leucocitos periféricos.
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La Figura 32 presenta los recuentos de células nucleadas en médula
6sea y la Figura 33 los recuentos de esplenocitos. En ninguno de los dos
experimentos, se observaron alteraciones significativas de estos

parametros.

Figura 32. Efecto del tacrolimus sobre la médula
oOsea.
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Figura 33. Efecto del tacrolimus sobre los
esplenocitos.
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La Figura 34 se refiere a los ensayos de proliferacién de esplenocitos

en respuesta a LPS. En el experimento en el cual se realizaron medidas en

los dias 1, 4 y 8, la respuesta a LPS se vio significativamente deprimida los

dos ultimos dias, con valores porcentuales del 61% (P < 0.005) en el dia 4 y

del 67% (P < 0.02) en el dia 8. En el otro experimento, los valores

porcentuales fueron 78% en el dia 5 y 77% en el dia 9, rozando en ambos

casos la significacion estadistica.

Figura 34. Efecto del tacrolimus sobre la
proliferacion en respuesta a LPS.
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Finalmente, la proliferacién en respuesta a ConA no se vio afectada

sensiblemente en ninguno de los experimentos (Figura 35).

Figura 35. Efectos del tacrolimus sobre la
proliferacion en respuesta a Con A.
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Erexorrrerrorerosrestrrreros-orrertroserrertresarrorro-trertrodelo ex
vivo lo revel6 como poco apropiado para el ensayo de la
inmunomodulacién por agentes antimicrobianos. La leucopenia fué
moderada y fugaz, y de los otros pardmetros investigados, solo la
proliferacién de esplenocitos en respuesta a LPS se vio afectada, lo cual
parecié poco consistente, en principio, con el mecanismo de accién del
tacrolimus, que acttia inhibiendo la transcripcién del gen que codifica IL-2,
y que, por tanto, debe actuar principalmente como un supresor de células
T. Estos aspectos se considerardn con mds extensién en el capitulo de
Discusién; baste aqui consignar que la bibliografia recoge algunas
aportaciones sefialando que el efecto inmunosupresor del tacrolimus in vivo
no siempre se manifiesta ex vivo [Lemster et al., 1993], por lo que no
insistimos en este modelo. Pero la importancia de este agente
inmunosupresor, ampliamente utilizado desde los afios 80 en los
protocolos de control de rechazo de aloinjertos y en la terapia de algunas
patologias autoinmunes, nos llevé a disefiar un modelo de estudio in vitro,
contando con la experiencia positiva al respecto de otros autores

[Andersson ef al., 1992; Saada et al., 1996].
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4.3.2. Caracteristicas del modelo in vitro.

En pruebas preliminares, se investigd la influencia de diversas
concentraciones de tacrolimus sobre la proliferaciéon de esplenocitos en
respuesta a mitégenos. Un ensayo representativo de los realizados se
muestra en la Figura 36, donde se comparan dos concentraciones, 0.01 y
0.05 pg/ml. En este ensayo, la concentraciéon de 0.05 pg/ml rebajé la
respuesta al LPS a un 56% y a la ConA, hasta un 12%. La dréstica supresién
de la proliferacién en respuesta a ConA conseguida, de forma consistente,
con esta dosis, nos llevo6 a elegirla para las ulteriores pruebas con agentes

antimicrobianos.

Figura 36. Efecto del tacrolimus in vitro sobre la
respuesta a mitogenos.
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4.3.3. Efectos de las combinaciones de tacrolimus y antimicrobianos

in vitro.

El anélisis de los resultados de los ensayos in vitro de ceftriaxona
(Figura 37), moxifloxacino (Figura 38), anfotericina B (Figura 39) y aciclovir
(Figura 40) reveld, en todos los casos, el efecto supresor del tacrolimus
sobre la proliferacion en respuesta a ConA, siempre con valores
significativos (P < 0.05 para todos los experimentos). Ninguno de los
agentes antimicrobianos estudiados alter6 de forma significativa la
proliferacién frente a LPS o ConA, ni tampoco modificaron la supresién de

la respuesta a ConA cuando se combinaron con tacrolimus.

Figura 37. Efectos del tacrolimus y la ceftriaxona
sobre la linfoproliferacion.
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Cef: ceftriaxona. Tacro: tacrolimus. Tacro+Cef: tacrolimus+ceftriaxona.

Figura 38. Efectos del tacrolimus y el
moxifloxacino sobre la linfoproliferacion.
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Moxi: moxifloxacino. Tacro: tacrolimus. Tacro+Moxi: tacrolimus+moxifloxacino.

Figura 39. Efectos del tacrolimus y la anfotericina
B sobre la linfoproliferacion.
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Aciclo: aciclovir. Tacro: tacrolimus. Tacro+Aciclo: tacrolimus+aciclovir.

Figura 40. Efectos del tacrolimus y el aciclovir
sobre la linfoproliferacion.
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Anfot: anfotericina B. Tacro: tacrolimus. Tacro+Anfot: tacrolimus+anfotericina B.
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En la presente Memoria de Tesis Doctoral, se ha investigado la
actividad inmunomoduladora de cuatro agentes antimicrobianos, en
ratones BALB/c intactos y sometidos a tratamiento inmunosupresor. Los
agentes antimicrobianos se han elegido entre los que se utilizan
frecuentemente en protocolos de prevencién y tratamiento de infecciones
en individuos inmunocomprometidos: dos antibacterianos, ceftriaxona y

moxifloxacino; un antiftingico, anfotericina B; y un antiviral, aciclovir.

5.1. MODELOS DE INMUNOSUPRESION
ESTUDIADOS.

5.1.1. Inmunosupresion por ciclofosfamida.

La utilizacion de la ciclofosfamida para conseguir modelos
experimentales de neutropenia es muy frecuente, como se desprende de la
numerosa bibliografia al respecto. En algunos casos, el tratamiento
inmunosupresor es necesario para conseguir que un animal de
experimentacién se vuelva apropiadamente susceptible a un determinado
agente patogeno; otras veces, se pretende reproducir situaciones clinicas de
inmunocompromiso y mielosupresiéon. Algunos ejemplos seleccionados de
la abundante bibliografia al respecto pueden ilustrar estos aspectos. Asi,
Denning et al. [1995] han descrito un modelo de aspergilosis pulmonar y

diseminada en ratones neutropénicos, como consecuencia del
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pretratamiento con una tnica dosis de ciclofosfamida (200 mg/Kg); este
modelo es til para el ensayo de la actividad terapéutica de nuevos agentes
antifingicos [Denning et al., 1995; Oakley et al., 1997]. La leucopenia
inducida por ciclofosfamida permite producir en el ratén infecciones
experimentales con diversas bacterias patdgenas que plantean serios
problemas en clinica humana (E. coli, P. aeruginosa, cepas meticilin-
resistentes de S. aureus) y ensayar la eficacia de nuevos agentes
antimicrobianos en comparacién con otros ya establecidos (p.e., la nueva
fluoroquinolona  clinafloxacino comparada con ciprofloxacino o
imipenem/cilastatina) [Shapiro et al., 1997]. También se ha recurrido a estos
modelos de mielotoxicidad inducida por ciclofosfamida en ratén para
ensayar la eficacia in vivo de factores estimuladores de la funcién medular,
que puedan se ttiles en clinica para acelerar la mielopoyesis y mejorar los
cuadros de neutropenia [Fine et al., 1997]. El protocolo de inmunosupresién
utilizado en el presente trabajo, fue tomado de estudios sobre
quimioterapia experimental que utilizaban la inmunosupresién como
herramienta para conseguir los necesarios modelos de infeccién: Sanati et
al. [1997] y Andes y Craig [1998] recurrieron a la induccién de neutropenia
con dos inyecciones, de 150 mg/Kg y 100 mg/Kg, separadas por un
intervalo de tres dias, para estudiar la eficacia del fluconazol, comparado
con anfotericina B, frente a candidiasis invasiva, y la actividad de la
amoxicilina sola o combinada con clavulédnico frente a la infeccién con S.

pneumoniae, respectivamente.

Desafortunadamente, a efectos de comparacién, este tipo de estudios
no suele proporcionar informacién sobre las caracteristicas de la
inmunosupresiéon conseguida por los distintos tratamientos con
ciclofosfamida. Segtin Chin et al. [1986], la neutropenia inducida por tres
inyecciones de 150 mg/Kg de ciclofosfamida en dias alternos, persistio siete
dias después de la ultima inyeccién, pero la publicacién no suministra

ningtin dato numérico al respecto. En nuestras manos, el efecto de este
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tratamiento fue menos persistente, ya que el dia 6 post-tratamiento los
niveles de leucocitos ya alcanzaban la normalidad [Amat, 2001]. Por su
parte, Sanati et al. [1997], que utilizaron el tratamiento seguido en el
presente trabajo, afirman que, al dia siguiente a la dltima inyeccién, los
recuentos de neutréfilos fueron inferiores a 500 células/mm?, sin sefialar la
duracién de este efecto; en cambio, Andes y Craig [1998], usando el mismo
protocolo, no indican los niveles leucocitarios pero sefialan que la
neutropenia duré 5 dias. Estos datos son bastante aproximados a los
nuestros, aunque en nuestras series, la neutropenia en el dia 1 post-
tratamiento, estimada a partir de nuestros datos de leucocitos totales
periféricos, no alcanz6, por término medio, valores tan bajos. En su trabajo
anteriormente citado, Sanati et al. [1997] usaron también ratones BALB/c,
pero eran machos de 20 a 25 g; no puede excluirse que la diferencia de sexo

y peso tenga alguna influencia en la intensidad de la neutropenia.

En términos generales, comparando las relaciones dosis/efecto
descritas en la bibliografia y las observadas en nuestros propios ensayos,
con las indicadas para terapia humana (incluidas en los prospectos de casas
comerciales), se observa que estas son sensiblemente més reducidas, si bien
los tratamientos son mds prolongados. Por ejemplo, en el tratamiento de
tumores humanos como linfomas, leucemias, mielomas, adenocarcinoma
ovérico y otros, se recomiendan, para adultos, dosis de induccién de 40 a 50

mg/Kg en dosis divididas en un periodo de 2 a 5 dfas.

El modelo utilizado en nuestro trabajo causa leucopenia y
mielosupresiéon de una duraciéon suficiente (al menos cuatro dias post-
tratamiento) como para que, a continuaciéon del tratamiento con
ciclofosfamida, puedan realizarse tratamientos cortos con agentes
antimicrobianos, a fin de ensayar sus propiedades inmunomoduladoras en
situacion de inmunocompromiso. Ademds, los efectos son relativamente

moderados lo que elimina el riesgo de mortalidad en los animales tratados.
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A efectos de la determinacién del momento en que se puede iniciar el
tratamiento con el agente problema, en animales inmunosuprimidos, pero
sin que persistan niveles altos de ciclofosfamida que puedan interferir con
la accién propia del agente investigado, debe tenerse presente que la vida
media plasmatica de la ciclofosfamida es de aproximadamente siete horas

[Chabner et al., 1996 ].

Entre las caracteristicas interesantes del modelo seleccionado, cabe
mencionar el efecto difasico sobre el ntmero de esplenocitos. La
despoblacién inicial parece excesiva para atribuirla a la capacidad de la
ciclofosfamida para eliminar las células linfoides en proliferacién, dado que
en el bazo de animales sanos, no sometidos a procesos de inmunizacién, no
hay razén para que exista un namero tan grande de células proliferativas.
Pero hay que tener en cuenta la dindmica de las poblaciones linfocitarias.
La vida media de los linfocitos B virgenes en el bazo ha sido estimada en
s6lo 2 dias (en el caso de las células B memoria es sensiblemente mayor),
por lo que cualquier efecto mielotéxico, que afecte a los precursores de las
células B en médula 6sea, se refleja con gran rapidez en el contenido de
células B en el bazo [Kincade y Gimble, 1989]. En el caso de las células T, la
situacion es distinta, ya que su vida media se prolonga meses [Sprent,
1989]. Por tanto, la disminucién esplénica debida a ciclofosfamida debe
atribuirse, principalmente, a la ausencia de reposicién de las células B
perdidas de forma natural;, serfa interesante confirmar esta hipétesis
mediante un andlisis citofluorimétrico de las poblaciones esplénicas en los

animales tratados.

En nuestros experimentos, la esplenomegalia tardia que sobrevino
como consecuencia del tratamiento con ciclofosfamida vino precedida de
elevados valores basales de proliferacion celular (datos no mostrados; ver
Amat [2001]), reflejando la presencia de gran cantidad de células blasticas

en el bazo de los animales tratados. Hay varias interpretaciones para este
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hecho. En primer lugar, aunque en condiciones normales las células que
abandonan el compartimento hematopoyético (médula roja) son células
maduras (con la excepcion de las células pre-T, que colonizan el timo), la
ciclofosfamida estimula la presencia de células madre en sangre [Bezwoda
et al., 1994], lo que pudiera traducirse en la llegada de células blasticas a los
6rganos linfoides periféricos. Pero también hay que considerar que,
durante la fase de leucopenia, los animales estdn expuestos a infecciones
oportunistas, que pueden originar una intensa estimulacién antigénica y la

consiguiente proliferaciéon de linfoblastos en el tejido linfoide periférico.

El efecto supresor del tratamiento con ciclofosfamida, a corto plazo,
sobre la linfoproliferacién en respuesta a LPS, podria achacarse claramente
a la falta de células B, comentada en el apartado anterior. Sin embargo, este
razonamiento no es igualmente valido para la supresion de la respuesta a
Con A ni para la supresion a largo plazo de la respuesta a LPS. En estudios
previos, hemos demostrado la presencia de células supresoras no
especificas en los bazos de los animales tratados con ciclofosfamida
[Jiménez-Valera et al., 2003]. La bibliografia al respecto plantea algunas
discrepancias, porque hay autores que describen la capacidad de la
ciclofosfamida para inducir células supresoras, mientras otros encuentran
lo contrario. Sin embargo, un examen atento de estos trabajos permite
aclarar algunos aspectos. Asi, en el modelo propuesto por Sy et al. [1977], la
sensibilizacién cutdnea con dosis supradptimas de dinitrofluorbenceno
(DNFB) causa tolerancia, por induccién de células que suprimen la
respuesta de hipersensibilidad de contacto a una ulterior administracién de
DNEFB, pero no a otro agente (oxazolona); en este modelo, el tratamiento
con ciclofosfamida (200 mg/Kg) inhibe a estas células supresoras
especificas, evitando la aparicién de tolerancia. Investigaciones ulteriores
sobre modelos de sensibilidad de contacto han establecido nuevos hechos:
las células efectoras de esta respuesta son células Taf, pero otras células T

son capaces de suprimir a las células efectoras; a su vez, células Tyd
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reguladoras acttian protegiendo de la supresion a las células efectoras; en
este complejo circuito, la administracién de dosis bajas de ciclofosfamida
(50 mg/Kg) inactiva a las células supresoras [Askenase et al., 1995]. Segtin
Steinbrink et al. [1996], la tolerancia a la sensibilidad de contacto se debe a
células T CD8*, productoras de IFN-y e IL-2 (perfil de citokinas similar al de
las células Tul), y muy sensibles al tratamiento con ciclofosfamida, por lo
que este agente previene la tolerizacion.

Pero otros modelos han permitido establecer la capacidad supresora
de la ciclofosfamida. Jin et al. [1999] estudian la induccién de tolerancia a
células alogénicas; cuando estas se introducen en la vena porta, se reduce la
respuesta de rechazo; si la transferencia intraportal va seguida de la
administracién de dosis altas (300 mg/Kg) de ciclofosfamida, se establece
una tolerancia persistente, no achacable a deleccién clonal, sino a
supresion. Segun Greeley et al. [1985], el tratamiento con ciclofosfamida
(200 mg/Kg) induce células supresoras no especificas, que no poseen
marcadores T, capaces de modular respuestas autoinmunes. Brooks y
Hoskin [1994] identifican, en el bazo de ratones tratados con ciclofosfamida
(también a la dosis de 200 mg/Kg), una poblacién de células supresoras
naturales (no especificas), que suprimen la linfoproliferacién en respuesta a
estimulos alogénicos o a mitdgenos: se trata de células MAC-1+, que se
activan con IFN-y, por lo que, en discrepancia con nuestros datos, acttiian
suprimiendo més eficazmente la respuesta de las células T a la Con A que
la de las células B al LPS. Por tanto, nuestra demostraciéon de la induccion,
por ciclofosfamida, de células supresoras naturales [Jiménez-Valera et al.,
2003], esta apoyada parcialmente por varios estudios de otros autores; pero
serfa de gran interés acometer, en futuros trabajos, la caracterizacién
fenotipica de dichas células, asi como su capacidad para afectar a otros
mecanismos inmunitarios, como las respuestas de hipersensibilidad de

contacto o retardada.
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5.1.2. Inmunosupresion por azatioprina.

Comparativamente, la azatioprina ha sido mucho menos utilizada
que la ciclofosfamida en modelos experimentales de inmunosupresion.
Aunque ya en los afios 70 se encuentran algunos trabajos al respecto, como
un estudio sobre la disminucién de la resistencia adquirida a la tuberculosis
en el ratéon [Kvapilova et al., 1975], no se ha registrado una posterior
insistencia en este tipo de modelos, con alguna excepcién llamativa, como
es el estudio de la patogénesis de la encefalopatia post-tratamiento en un
modelo murino de tripanosomiasis africana: se ha demostrado un
mecanismo inmunopatogénico en esta complicacién, que puede ser
prevenida mediante administracién de azatioprina (100 mg/Kg), aunque,
una vez establecida la encefalopatia, el agente inmunosupresor tiene escaso
efecto [Kennedy, 1999]. Una situacién andloga parece darse en la infeccién
experimental del ratén con otro protozoo paréasito, Trichomonas vaginalis: el
tratamiento con agentes inmunosupresores, precisamente con los tres
ensayados en la presente memoria, azatioprina, ciclofosfamida y
tacrolimus, redujo significativamente la patogenicidad [Nogal-Ruiz et al.,

2003].

En nuestro modelo experimental, el tratamiento con azatioprina tuvo
efectos supresores sobre la respuesta de los esplenocitos a mitégenos, mas
acusadamente en la respuesta al mitégeno de células T. Entre la bibliografia
representativa de estudios sobre inmunosupresién por azatioprina, no se
encuentran referencias sobre la influencia del fdrmaco en determinaciones
ex vivo de la actividad linfocitaria: abundan los datos sobre su uso en el
control del rechazo de 6rganos trasplantados [Encke et al., 2004] y en la
terapia de enfermedades autoinmunes [Lenz y Contreras, 2004; Rutgeerts,
2004], pero la capacidad de linfoproliferacién en respuesta a mitégenos no
es un pardametro investigado usualmente. Se ha publicado un estudio

comparativo de los efectos de varios tratamientos inmunosupresores en la
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capacidad de proliferaciéon de los linfocitos de receptores de trasplante
renal, en el que las asociaciones de ciclosporina A y azatioprina, y de
ciclosporina A, azatioprina y prednisolona, no suprimieron de forma
significativa la respuesta al mitégeno de células T, fitohemaglutinina A,
mientras que aquellos tratamientos que incluyeron mofetil-micofenolato si
lo consiguieron; no se estudi6 el efecto de azatioprina por separado
[Hutchinson et al., 2004]. Si existen, en cambio, investigaciones reportando
efectos supresores de azatioprina in wvitro sobre la capacidad de
proliferacién de linfocitos T, incluyendo la demostraciéon de que tanto el
fdrmaco como su metabolito activo, 6-mercaptopurina, tienen similar
actividad supresora in vitro [Sugiyama et al., 2003]. Una revisién reciente
sobre los mecanismos de accién de azatioprina concluye que tanto la
actividad antimetabolito como la induccién de apoptosis contribuyen a los

efectos inmunosupresores [Cara et al., 2004].

La mielotoxicidad y, como consecuencia, la leucopenia, se considera
una de las principales limitaciones en la dosificacién de la azatioprina en
humanos [Encke et al., 2004]. En nuestro modelo experimental, tanto la
leucopenia como la citopenia medular fueron menores que los inducidos
por ciclofosfamida. El descenso temprano en células nucleadas en médula
6sea, desaparecid en el cuarto dia post-tratamiento. Dado que este es el
lapso de tiempo obligado para efectuar el tratamiento con los
antimicrobianos a ensayar, sin superponerlo con el inmunosupresor, se
decidi6 eliminar de este modelo la cuantificacion de células progenitoras

del linaje mieloide/monocitoide.

5.1.3. Inmunosupresion por tacrolimus.

Como en el caso de la azatioprina, no abundan las resefias sobre

aplicaciones del tacrolimus en modelos experimentales, ni sobre los efectos
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en ensayos ex vivo. Estudios sobre la capacidad funcional de linfocitos de
receptores de trasplante renal han mostrado que el tratamiento con
tacrolimus desvia la respuesta inmune especifica, de la cooperaciéon por Trl
a la cooperacién por Tu2, lo que puede considerarse apropiado a corto
plazo pero peligroso al considerar la posibilidad de un rechazo insidioso a
largo plazo debido a la estimulacién de la formacién de anticuerpos
especificos (en este caso, especificos para los aloantigenos del tejido
injertado) [Weimer et al., 2000]. Ya las investigaciones mds tempranas sobre
tacrolimus pusieron de manifiesto su capacidad para bloquear in vitro la
activacion de células T especificas, en respuesta a estimulos antigénicos,
[Sawada et al., 1987]. Este efecto supresor se asocia con acontecimientos
intracelulares llamativos, como la disminuciéon de actividad adenosina-
kinasa [Spychala y Mitchell, 2002] y la induccién de apoptosis en células T
activadas [Migita et al., 1999]. Algunos autores han demostrado que el
tratamiento con tacrolimus de enfermos trasplantados inhibe la produccién
de IL-2 por linfocitos T periféricos [Hartel et al., 2004]. Sin embargo, en
nuestros ensayos ex vivo, solo la respuesta de proliferacion de los linfocitos
B se vio deprimida. Estos resultados discrepan con los ensayos in vitro
publicados, en los cuales tacrolimus inhibi6 la proliferacién de los linfocitos
B en menor extensién que la de los linfocitos T [Saada et al., 1996]. Pero la
discrepancia habia sido observada anteriormente por los escasos autores
que han publicado ensayos de linfoproliferacion ex vivo: Lemster et al.
[1993] concluyeron que la inmunosupresioén obtenida con tacrolimus in vivo
es rapidamente reversible ex vivo, sugiriendo que en la supresiéon obtenida
con este agente in vivo intervienen mecanismos distintos al bloqueo de la
activacion de células T. Ante nuestros propios datos, sostenidos por la
mencionada publicacién, decidimos abandonar el modelo ex vivo y
establecer uno nuevo in vitro, adaptado a este agente inmunosupresor. Los
resultados que se obtuvieron confirmaron la actividad supresora in vitro de
la respuesta al mitégeno de células B y, de forma mads acusada, al de células

T.
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5.1.4. Comparacion de los tres modelos.

Los tres modelos propuestos tienen el interés de afectar al sistema
inmune de formas diferentes: ciclofosfamida es un cladsico agente
mielotéxico, inductor de neutropenia; el antiproliferativo azatioprina, con
distinto mecanismo de accién, es, a la dosis usada en este estudio,
sensiblemente menos mielosupresor, mientras que resulté mas activo en la
supresion de la proliferacién de linfocitos B y T en respuesta a mitégenos.
Finalmente, el modelo de tacrolimus aporta las ventajas y las limitaciones
de los ensayos in vitro: el nimero de factores a controlar es menor, pero,
thasta que punto es representativo de los efectos a nivel del organismo
entero?. El uso combinado de los tres modelos proporciona una visién maés
amplia y completa de los efectos inmunomoduladores de los agentes

antimicrobianos a ensayar.

52.  INMUNOMODULACION POR LOS
ANTIMICROBIANOS INVESTIGADOS.

5.2.1. Inmunomodulacién por ceftriaxona.

Este agente B-lactdmico no mostré actividad inmunomoduladora
consistente. En animales inmunocompetentes, el tratamiento con
ceftriaxona tendi6 a disminuir los recuentos de esplenocitos y de leucocitos
circulantes, mientras que se elevaron los de células nucleadas en médula
6sea. Estos efectos se mantuvieron en torno al nivel de significacion
estadistica, que se alcanz6 en algunos ensayos y en otros no: no se trata,
pues, de un efecto claramente definido. De forma similar, la capacidad de

proliferaciéon de linfocitos B no se vio modificada por el tratamiento
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antibidtico, y la de linfocitos T fue suprimida, pero de forma inconsistente.
Tampoco en nuestros ensayos in vitro, el antibiético modific6 la capacidad
de proliferaciéon de los esplenocitos, en ausencia o en presencia de

tacrolimus.

En general, la poca bibliografia existente al respecto confirma la
escasa o nula actividad de ceftriaxona sobre los parametros inmunitarios,
en comparacién con otras cefalosporinas inmunolégicamente mas activas,
como cefodizima, tanto in vitro [Meloni et al., 1995] como in vivo [Auer et al.,

1992; Karakaya et al., 1995].

Sobre animales inmunosuprimidos, la ceftriaxona no mostré
tampoco una actividad notable. Curiosamente, la supresién causada por
ciclofosfamida en la proliferacion en respuesta a ConA se vio atenuada por
el tratamiento con ceftriaxona: este efecto, que tuvo la entidad suficiente
como para abolir la significacién estadistica de la supresién, parece
contradictorio con la supresién que la propia ceftriaxona ejercié sobre la
misma respuesta, en animales inmunolégicamente intactos, si bien esta

actividad supresora solo fue significativa en uno de los ensayos realizados.

No encontramos actividad significativa sobre la poblacién de células
de médula 6sea progenitoras de neutréfilos y monocitos, tanto en animales
intactos como en inmunosuprimidos. En la bibliografia consultada solo hay
una referencia a la capacidad de cefodizima para incrementar la liberacién
de GM-CSF por células epiteliales humanas in vitro, en contraposicién con

la ausencia de actividad en ceftriaxona [Pacheco et al., 1994].

5.2.2. Inmunomodulacion por moxifloxacino.
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En una reciente revisién sobre las propiedades inmunomoduladoras
de las quinolonas, in vivo, ex vivo e in vitro, Dalhoff y Shalit [2003]
concluyen que algunos miembros de esta importante familia de agentes
antibacterianos ejercen efectos inhibidores de la produccién de citokinas y
estimuladores de la leucopoyesis. En concreto, moxifloxacino es una de las
quinolonas con actividad inmunomoduladora: diversos estudios in vitro
han puesto de manifiesto su capacidad para inhibir la produccién de
quimiokinas [Uriarte et al., 2004] y citokinas proinflamatorias como TNF-o
e IL-6 [Choi et al., 2003]; estos efectos antiinflamatorios se atribuyen a la
inhibicién de la degradaciéon de IxBa [Choi et al., 2003], lo que tiene como
consecuencia la disminucién de los niveles del factor de transcripcion NF-
kB activado por la respuesta a estimulos en monocitos [Weiss et al., 2004] y

células epiteliales humanas [Werber et al., 2005].

En nuestro estudio, moxifloxacino revel6 actividades interesantes en
los ensayos ex vivo, no asi en las pruebas in vitro. Administrado a ratones
inmunocompetentes, moxifloxacino redujo en todos los ensayos, de forma
significativa, los recuentos de leucocitos periféricos, aunque sin efectos
significativos sobre células nucleadas de médula 6sea ni sobre esplenocitos.
La induccién de leucopenia se acompafié de un incremento en los niveles
de células progenitoras de neutréfilos y monocitos. En nuestro laboratorio,
un estudio de la inmunomodulacién por ciprofloxacino revelé también
induccién de leucopenia, aunque en este caso asociada con una elevacién
en le namero de células nucleadas de médula 6sea [Jiménez-Valera et al.,
1995]. Estos resultados sugieren que algunas quinolonas reducen el nimero
de leucocitos circulantes, pero estimulan la funcién leucopoyética medular,
seguramente como resultado de un mecanismo compensador de la

homeostasis.

En los animales inmunosuprimidos con ciclofosfamida,

moxifloxacino increment6 significativamente la leucopenia debida al
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agente mielot6xico, no asi en los inmunosuprimidos con azatioprina; por
tanto, el antimicrobiano evidencié su efecto reductor del recuento de
leucocitos solo con el tratamiento més téxico para la funcién medular. Esta
potenciacion de la leucotoxicidad se acompafié de una potenciaciéon
significativa del recuento GM-CFU: el tratamiento con moxifloxacino tiene
el doble efecto de agravar la leucopenia inducida por ciclofosfamida y de
acelerar la entrada de las células madre de médula 6sea en el ciclo celular y
en el camino de diferenciacién mieloide/monocitoide. Contamos con un
trabajo de referencia, en el que se investigaron los efectos de ciprofloxacino
y moxifloxacino sobre los niveles de leucocitos y la funcién leucopoyética
en ratones tratados con ciclofosfamida [Shalit et al., 2001]. Estos autores
administraron una tinica dosis de ciclofosfamida (250 mg/Kg) 24 h antes de
inyectar las quinolonas, y con este tratamiento encontraron un modesto
efecto protector, ya que ambos antimicrobianos incrementaron
moderadamente los recuentos de leucocitos periféricos, dradsticamente
reducidos como consecuencia de la acciéon de la ciclofosfamida. Sin
embargo, la recuperacion de los niveles de leucocitos periféricos se vié
ligeramente retrasada por accién del moxifloxacino, hecho que no
concuerda con el hallazgo importante de que ambas quinolonas
incrementaron la produccién de GM-CSF y los recuentos de GM-CFU en
médula 6sea. Los autores concluyen que ciprofloxacino y moxifloxacino
pueden revertir algunos efectos inmunosupresores de la ciclofosfamida
[Shalit et al., 2001]. Aunque hay que reconocer algunas limitaciones en el
citado estudio, como el hecho de que las modificaciones de los recuentos de
leucocitos periféricos inducidas por las dos quinolonas fueron demasiado
pequefias, la falta de datos sobre la acciéon de ambas en animales
inmunolégicamente intactos y la discrepancia mencionada sobre el retraso
en la recuperaciéon de los niveles leucocitarios en los animales
inmunosuprimidos tratados con moxifloxacino, se trata de una aportacién

que confirma la capacidad de moxifloxacino para estimular la leucopoyesis.
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En nuestros ensayos, las respuestas de los esplenocitos de los
animales inmunolégicamente intactos a LPS y ConA no se vieron afectadas
por el tratamiento con moxifloxacino. Sin embargo, este tratamiento redujo
de forma significativa la supresion de la capacidad de proliferacion de los
linfocitos B y T causada por ciclofosfamida; también la supresiéon que
azatioprina ejerci6 sobre linfocitos T fue parcialmente contrarrestada por la
quinolona. No hemos encontrado estudios paralelos con los que confrontar
estos resultados, que insisten en la actividad inmunomoduladora de
moxifloxacino y su capacidad para revertir algunos de los efectos ex vivo de

los tratamientos inmunosupresores.

Nuestros ensayos in vitro no revelaron actividad modificadora de la
proliferacién de linfocitos en respuesta a mitégenos. Otros investigadores
han encontrado que las quinolonas pueden modular la produccién de
citokinas por leucocitos in vitro; la sintesis de citokinas proinflamatorias es
inhibida, pero la de IL-2 puede verse superinducida [datos recogidos por
Dalhoff y Shalit, 2003]. Si el estimulo de la produccién de IL-2 puede
extrapolarse al modelo ex vivo, suministraria una explicacién para la
reversién del efecto supresor de la ciclofosfamida en la proliferaciéon de
linfocitos. Pero, hasta el presente, los mecanismos de la accién
inmunomoduladora de las quinolonas no son bien conocidos. En su
revisién, Dalhoff y Shalit [2003] proponen la modulacién de los niveles
intracelulares de cAMP y de factores de transcripciéon activados y la
induccién de una respuesta equivalente al sistema SOS de procariotas. Sin
subvalorar estas explicaciones, hay que considerar que la ausencia de
efectos significativos en nuestro modelo in vitro apoya el posible papel de
un mecanismo indirecto, a través de la liberacién de fracciones con
actividad BRM por microorganismos indigenas susceptibles a la accién
antimicrobiana del moxifloxacino, de forma semejante a lo propuesto
anteriormente para explicar algunos efectos inmunomoduladores del

ciprofloxacino [Jiménez-Valera et al., 1995]. Cabe recordar aqui que la
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contribucién de este mecanismo indirecto a la inmunomodulacién por
agentes antimicrobianos ha recibido recientemente el apoyo de evidencias

experimentales [Leiva et al., 2005].

5.2.3. Inmunomodulacién por anfotericina B.

La larga trayectoria de uso terapéutico de este antiftingico ha
propiciado bastantes estudios sobre su actividad inmunomoduladora. Los
primeros trabajos al respecto establecieron un efecto estimulador sobre la
respuesta de anticuerpos [Blanke et al., 1977], la inmunidad celular [Shirley
y Little, 1979] y la actividad microbicida de los macréfagos [Bistoni et al.,
1985]. La visién actual ha cambiado algo, ya que se reconoce una actividad
inmunomoduladora, con efectos potenciadores y supresores que dependen
de las dosis utilizadas. Globalmente, anfotericina B estimula algunos
componentes de la reacciéon inflamatoria, como la producciéon de
quimiokinas y la expresion de moléculas de adhesién por monocitos
humanos [Rogers et al., 2000], y los mecanismos microbicidas dependientes
de 6xido nitrico en macréfagos [Tohyama et al., 1996], y deprime otros de la
inmunidad celular, como la funcién de las células T CD8* [Geginat et al.,
1999] y la hipersensibilidad retardada [Roselle y Kauffman, 1980]. Sin
embargo, no hemos localizado publicaciones que experimenten modelos ex
vivo similares a los utilizados en nuestro estudio, en los cuales el
antifingico ha mostrado poca actividad: los recuentos de leucocitos
periféricos, de células nucleadas en médula 6sea y de esplenocitos, la
proliferacién de linfocitos B estimulados con LPS, y los niveles de GM-CFU
en médula 6sea no fueron modificados por el tratamiento con anfotericina
B; tan solo, aunque de forma consistente, se observé una supresién
significativa de la proliferacién de linfocitos T, procedentes de animales

inmunolégicamente intactos, en respuesta a ConA. Los parametros
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suprimidos por tratamientos con ciclofosfamida o azatioprina no se vieron

modificados por el antiftingico.

La capacidad de respuesta de los linfocitos B y T, incubados en
presencia de anfotericina B, no se vié modificada; tampoco se modificé la
supresion ejercida por tacrolimus en el modelo in vitro. Un trabajo pionero
de Roselle y Kauffman [1978] estableci6 que la adiciéon de anfotericina B a
cultivos de linfocitos humanos no afecta a la proliferacién en respuesta a
mitégenos de células T (PHA, ConA), aunque si es capaz de suprimir la

respuesta a un antigeno especifico.

Respecto de los mecanismos de accioén, se ha postulado la interaccién
de esta molécula poliénica con la membrana citopldsmica, causando
alteraciones en el potencial de membrana de los linfocitos [Henry-Toulme

et al., 1989].

5.2.4. Inmunomodulacioén por aciclovir.

La bibliografia sobre interacciones entre aciclovir y mecanismos de la
inmunidad se puede resumir en dos efectos globales del agente antiviral:
depresion de la funcién medular (en tratamientos prolongados) [Grella et
al., 1998] e inmunotoxicidad, especialmente sobre las células T [Poluektova
et al., 1996]. En nuestros ensayos ex vivo, el tratamiento con aciclovir solo
demostré capacidad para inducir leucopenia significativa en los animales
inmunolégicamente intactos y agravarla en los ratones tratados

previamente con azatioprina.

Los ensayos in vitro tampoco evidenciaron ninguna actividad de

interés.
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5.3. CONSIDERACIONES FINALES.

En esta Memoria de Tesis Doctoral se proponen dos modelos ex vivo
y uno in vitro para estudiar las interacciones de agentes antimicrobianos
con el sistema inmune deteriorado por un tratamiento inmunosupresor
previo. A priori, los modelos ex vivo representan mejor las interacciones que
pueden ocurrir en el organismo, mientras que un modelo in vitro tiene la
ventaja de su sencillez y de revelar mecanismos de acciéon directa sobre las
células de la inmunidad. Sin embargo, los resultados obtenidos evidencian
una mayor utilidad de los modelos ex vivo, que han puesto de manifiesto
actividad inmunomoduladora en agentes que no han mostrado ninguna
actividad in vitro. Por otra parte, la comparacién de nuestros resultados con
los presentados en numerosas publicaciones consultadas, indica que el
ensayo que mide la capacidad de proliferacién de linfocitos en respuesta a
mitédgenos, que evalta una funcién efectora, es més exigente que otros
ensayos que cuantifican la produccién de citokinas, la cual se puede ver
moderadamente modificada sin que ello repercuta de forma significativa en

las funciones efectoras.

Los cuatro agentes antimicrobianos estudiados mostraron alguna
actividad inmunomoduladora en los modelos ex wvivo. De ellos,
moxifloxacino fue el més activo, tanto sobre el sistema inmune intacto
como en la reversion de los efectos supresores de ciclofosfamida y
azatioprina. Sin embargo, hay que tener presente que tanto moxifloxacino
como aciclovir fueron capaces de agravar, en algunos casos, la leucopenia
causada por los agentes inmunosupresores, si bien moxifloxacino,

paralelamente, ejercié un efecto estimulante sobre la leucopoyesis.
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6. CONCLUSIONES
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1*. Los tratamientos con los agentes antiproliferativos ciclofosfamida y
azatioprina proporcionan modelos apropiados para el ensayo ex vivo de la
actividad inmunomoduladora de agentes antimicrobianos en individuos
inmunocomprometidos; contrariamente el tacrolimus, agente inhibidor de
la calcineurina, no ejerce una supresioén aprovechable en ensayos ex vivo, y,
alternativamente, ofrece la posibilidad de realizar evaluaciones de

inmunomodulacion in vitro.
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2%, El tratamiento con ceftriaxona, en animales inmunolégicamente
intactos, no ejercié una inmunomodulacién consistente, pero, en términos
generales, tendi6 a disminuir el recuento de leucocitos circulantes, a elevar
el nimero de células nucleadas en médula 6sea y suprimi6 la proliferacién

de esplenocitos en respuesta a concanavalina A

3?. El tratamiento con ceftriaxona, en animales inmunocomprometidos, no

modificé los efectos supresores de la ciclofosfamida y la azatioprina.

4*. El tratamiento de animales inmunolégicamente intactos con
moxifloxacino causé leucopenia e incrementé el recuento de células

progenitoras del linaje mieloide /monocitoide en médula 6sea.

5%. El tratamiento con moxifloxacino agravoé la leucopenia causada por la
ciclofosfamida, pero reverti¢ el efecto supresor de la ciclofosfamida y la
azatioprina sobre la capacidad de proliferaciéon de los esplenocitos en

respuesta a mitégenos.

6°. El tratamiento de animales inmunolégicamente intactos con anfotericina
B deprimi¢ la capacidad de proliferacion de los esplenocitos en respuesta a

concanavalina A, pero no afect6 a los otros pardmetros estudiados.

7%. El tratamiento con anfotericina B, en animales inmunocomprometidos,

no modificé los efectos supresores de la ciclofosfamida y la azatioprina.

8. El tratamiento con aciclovir solamente caus6 leucopenia en animales

inmunolégicamente intactos.
92. El tratamiento con aciclovir no modific6 los efectos supresores de la

ciclofosfamida, pero agravé la leucopenia en animales tratados con

azatioprina.
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10*°. Los modelos ex wvivo permitieron detectar actividades
inmunomoduladoras en los cuatro agentes antimicrobianos estudiados, que

no se manifestaron en el modelo in vitro.
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ALG: anti-lymphocyte globulin, inmunoglobulina antilinfocitos.

ALS: anti-lymphocyte serum, suero antilinfocitos.

BRM: biological response modifier, modificador de la respuesta bioldgica.
cAMP: cyclic AMP, AMP ciclico.

CMI: concentracion minima inhibitoria del crecimiento bacteriano.

ConA: concanavalina A, lectina, mitégeno de células T.

CSEF: colony stimulating factor, factor estimulador de colonias.

CTL: cytotoxic T lymphocytes, células T citotdxicas.

EPS: extracellular polymeric sustance, polisacdridos extracelulares.

FCS: fetal calf serum, suero fetal de ternera.

FKBP: FK506 binding proteins, proteinas que unen FK506 (tacrolimus).

G-CSF: granulocyte colony stimulating factor, factor estimulador de colonias
de granulocitos.

GM-CSF: granulocyte-macrophage colony stimulating factor, factor
estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos.

HAART: highly active antiretroviral therapy, terapia antirretroviral de alta
eficacia.

ICAM: intercellular adhesion molecule, proteina de adhesién celular.

IFN: interferén.
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IL: interleukin, interleukinas (citokinas producidas por leucocitos).

ISCOM: immunostimulating complexes, complejos que estimulan la respuesta
inmune frente a antigenos incorporados en ellos.

LPS: lipopolisacdrido (endotoxina de bacterias Gram-negativas), mitégeno de
células B.

MDP: muramil dipéptido.

MHC: major histocompatibility complex, complejo principal de
histocompatibilidad.

MPL: mono-phosphoril-lipido A, derivado atéxico del lipido A.

MTT: methylthiazoletetrazolium, bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio.

Multi-CSF: multi colony stimulating factor, factor multifuncional (IL-3).
NF-AT: nuclear factor of activated T cells, factor de transcripcién que participa
en la activacion de células T.

NF-kB: nuclear factor kB, factor de transcripcién importante en la activaciéon de
células inflamatorias.

NK: natural killer, células citotéxicas naturales.

PHA: phytohemagglutinin A, fitohemaglutinina A, lectina, mitégeno de células
T.

PAMPs: pathogen-associated molecular patterns, perfiles moleculares
asociados a patégenos.

PBPs: penicillin-binding proteins, proteinas de superficie de la penicilina.

PKC: protein-kinasa C.

PRRs: pattern recognition receptors, receptores que reconocen PAMPs.

SCID: severe combined immunodeficiency disease, inmunodeficiencia severa
combinada.

TGF-B: transforming growth factor beta, factor de crecimiento transformante
beta.

TLRs: Toll-like receptors, PRRs con homologia con la proteina Toll de
Drosophila.

TNF: tumor necrosis factor, factor de necrosis tumoral.
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