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1. INTRODUCCION




INTRODUCCION
1.1. CICLOSPORINA-A (CSA)

La eveolucidén en el tratamiento de las enfermedades autoinmunes,
comc expresién de una modificacién de la respuesta inmune, ha sido
paralela a la problemédtica planteada por los trasplantes, en base a

dispensable modificacidén de esa respuesta inmune para evitar
el mayor de sus problemas: el rechazo. En efecto, la mayoria de los
problemas quirirgicos en el trasplénte de 6rganos ha sido solven-

tado y en la actualidad todos los esfuerzos van encaminados a

ducir una inmunosupresién lo més selectiva posible. Asi, 1la

inmunosupresién introducida a finales de los afios 50 y durante los

60 actuaba indiscriminadamente, bloqueando y dafiando a la
totalidad de las células que se encontraban en mitosis, incluyendo
a las células normalmente funcionantes y que son particularmente
importantes en la supervivencia del organismo. De este modo, ain
cuando se consiguieron mayores supervivencias del trasplante con el

uso de estas drogas, al interferir inespecificamente con la

respuesta inmune, los efectos téxicos ¥ colaterales eran tan




severos que sus resultados

tot i
totales no fueron gpn51derados muy

satisfe *torios £ = s L :
actorios. Asi, el mayor problema planteado por el uso de

corticoides y drogas citotéxicas era el alto riesgo de infecciones,
que en muchos de los casos eran debidas a microorganismos que
normalmente no eran patdégenos. Se concluyé que el concepto de
interferencia en varios niveles del sistema inmune (represién de la
formacidén de células precursoras, destruccién o bloqueo de células
inmunccompetentes, supresion de la proliferacidén y diferenciacién

de linfocitos y monocitos por inhibicién de la biosintesis de

3

cléicos y proteinas) era correcto.

o de drogas no especificas, es decir, drogas cuya
limitada a células inmunocompetentes, era una

rrénea.

El siguiente paso, fue por tanto, el desarrollo de drogas linfoci-
totéxicas o procedimientos que fueran fundamentalmente encaminados
a la eliminacién de células inmunocompetentes. Este obje*ivo podia
ser alcanzado por el uso de la  irradiacién linfoide total,
toracico, globulina antilinfocitaria,

canulacién del conducto

L-Asparaginasa y estercides.




El estadio actual, o tercer paso, es el Je 1la Inmunofarmacclogia.

Este estadio estd caracterizado por una inmunoregulacién selectiva,

usando compuestos y métodos que especificamente modulan subpobla-

ciones definidas de células inmunocompetentes. La inmunofarmacolo-

gia cuenta con nuevas vias hacia el desarrollo de agentes con

acciérn selectiva sobre la adquisicidén de falta de respuesta
inmunvlégica, reconocimiento de estimulos inmunolégicos por células
receptoras, induccidn de diferenciacién y maduracién de linfocites,’
interacciones celulares y modulacién de funciones efectoras. La
osporina (CSA)emerge como la primera droga que cumple totalmen-
estos requerimientos en alguna extensidn, suponiendo su apari-

cién un impacto en la Inmunologia. (Borel, 1983).

$.3.1. RISTORIA

En 1969-70 B. Thiele en el Departamento de Microbiologia de Sandoz

Ltda. en Basilea aisla dos nuevas cepas de hongos obtenidas de

muestras procedentes de Wisconsin (Estados Unidos) vy Hardamger

L} 1,18 i rpon Lucidum Booth sélo
Vidda (Noruega). "'r.. 1. 5. el Cylindrocarp




crece en cultivos de superficie por lo que se abandond su estudio.

X La otra cepa fue clasificada originalmente como Trichoderma Polis-

porum Rifai, pero su nombre taxondmico correcto es Tolypocladium

Inflatum Gams. Ambos hongos sintetizan Cicleosporinas, pero dado que
Unicamente esta Gltima cepa crece en cultivos sumergidos, es la que
se utiliza para la produccién a gran escala de Ciclosporina por
fermentacidn. Las ciclosporinas no son liberadas en el medio de
cultivo, sino que tienen que ser extraidas de los micelios. Del
extracro crudo original se aisld una mezcla de metabolitos en una
escala mi~ropreparatoria caracterizandose quimicamente como nuevos
polipéptidos neutros. El procedimiento de fermentacidén se optimizd

y amplid, aisléndose en 1971 por Haerr y Riegger una mezcla de dos

componentes denominada 24-556.

El extracto flingico habia demostrado tener un espectro limitado de
actividad antifiingica, por ejemplc contra Aspergillus Niger y
Neurospora Crassa. Posteriormente se comprobd una actividad fungis-
tatica marginal in vivo, en especial contra organismos clinicamente

irrelevantes, mostrando, sin embargo, que esta actividad estaba

asociada a una baja toxicidad poco habitual. Esta fue la razén que



indujo a evaluar la mezcla de metabolitos 24-556 en un programa de

'screening” farmacoldg” o por Borel en 1972. Una de las pruebas de

este sistema fue un modelo animal (ratén) derarrollado por H.

Stahelin y S. Lazary en el que la inhibicién de la formacién de
hemagl.tinina contra eritrocitos de carnero ¥y el tiempo de supervi-
vencia posterior a la inoculacién de lineas celulares de leucemia
murina (LI 210) podian evaluarse en los mismos animales. Los
resultados obtenidos mostraban una actividad inmuncsupresora muy
importante (Indice Supresor 3 (,1) perc sin que el compuestc
tuviera efecto sobre las &areas de células tumorales de ratdén en
cultivo celular, no incrementédndose el tiempo de superviviencia de

ratones leucémicos, lo que indicaba que la inmunosupresién no

estaba vinculada a la actividad citostatica general.

En 1973 Rilegger consigue la purificacién de la CSA de la mezcla de
metabolitos 24-566, que también contenia ciclosporina B vy Dreyfuss
et al., 1976, mejoran ankstancialmente las condiciones de cultivo

para producir metabolitos, permitiendo en 1974 iniciar los trabajcs

farmacoldgicos utilizando CSA pura.

En 197% Petcher et al., dilucidan la estructura de la CSA por
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degradacién quimica y analisis por difraccién de Rayos X. Fin
. . i

almen-

te en 1980 se sintetiza por Wenger la molécula completa (Borel,

1983).

1.1.2. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES FISICAS

La CSA es un péptido cicliceo, hidrofébico, neutro, compuesto por
once residuos aminoadcidos que tienen una configuracidén S caracte-
ristica de los L-aminoacidos naturales, exceptc para la D-Alanina

en posicién 8, la cual tiene una configuracién D, y una Sarcosina

en posicidén 3. Siete de los aminodcidos son N-metilados (Fig. 1).

Diez de los aminoacidos son aminodcidos alifaticos conocidos:

- Acido a@-Aminobutirico en posicidén 2

- Sarcosina en posicién 3

_ N-Metil-Leucina en posicién 4, 6, 9} 10
- Valina en posicidn 5

- Alanina en posicidén 7

D-Alanina en posicidn 8
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Fig. 1: Estructura quimica de la CSA.




- N-Metil-Velina en posicisn 11,

; A
Jno de los aminoadcidos era desconocido hasta ese momento. Este

amincdcido situado en posicién 1, conocido como "Aminoacido C-9"
:
estaba constituido por 9 Atomos de carbono, no habiendo sido

previamente aislado o conocido en forma libre. Solamente se
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15 por Ruegger et al., 1976 el aislamiento de artefactos y

derivados en que pudiese obtenerse este aminoacido N-Metil C-9 en

forma libre.

El tratamiento acidico de la CSA en ausencia de agua y nitrégeno

da como resultado la aparicidén de Isociclosporina la cual por

medio de la técnica de degradacién de Edman modificada por ¢l uso

de Metilisotiocianato, produce un derivado Anhidrometil-

tiohidantoinico del Aminodcido N-Metil C-9 insocluble, establecién-

dose que el aminodcido C-9 es el primer aminodcido de la secuencia

(Wenger, 1983).

A partir del analisis por Rayos X quedd establecido que la

molécula de CSA se compone de dos partes diferentes. Una de. ellas



res bLlc b g
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residuos 1-6 y la otra en bucle abierto de residugs 7 y 1l

(Wenger, 1982).
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La lamina @ estd mantenida por las siguientes uniones hidrégeno:

- NH ilel Acido Gammaaminobutirico al C=0 de Valina 5.
-~ NH de 1a Valina-5 al C=0 de Acido Aminobutirico.

- NH de Alanina al C=0 de Me-Valina 11.

restante unién hidrégeno, se sitia desde el NH de D-Alanina-6

C=0 de Metil-Leucina-6.

Estos enlac hidrégeno contribuyen significativamente a dar

rigidez al esqueleto de la ciclosporina.

Después de la sintesis total de la CSA, la sustitucidén de varios

residuos aminodcidos reveldé que el lugar activo de la molécula

parecia corresponder al aminodcido C-9. Asi, la remocidn de la

parte no polar de la cadena lateral, como en la Ciclosporina Me

ce la actividad inmunosupresora dramaticamente; y del

i
Thr , redu




mismo modo la modificacidn del grupo  hidroxi, en la 0-Acetil

Cicleosporina y Desoxi-Ciclosporina. El1 doble enlace contribuye a

la actividad biolégica dado que los dihidro compuestos son

generalmente menos potentec,

El aminodcido 2 permite algunas variaciones con cadena alkii de

2-3 carbonos,

Aunque la Treonin-2 Ciclosporina es un potente inmunosupresor, la
Serin-2-Ciclosporina es significativamente menos activa, sugirien-
do gque las interacciones hidrofdébicas son mas importantes para la
interaccién de la cadena alifdtica del aminodcido 2 con el
receptor, y que el grupo OH de la Treonin-2 Ciclosporina no estéa

involucrado en ninguna funcidn especial de transporte.

La pérdida de actividad observada con la Ciclosporina D-Metil-Va-

linall, un derivado en el cual la conformacién del anillo

es ciertamente diferente del de la

peptidico en esta posicion

Ciclosporina, también confirma que la cadena carbonada del amino-

4cido 11 es importante para su actividad biolégica.

En resumen, podria suponer que la cadena Me Bmt esta intimamente




involucrada en la accién bioldgica de la molécula de CSA pero que
'

sola no es suficiente para su accién inmunosupresora esta.do esta
actividad biovidgica asociada con una porcién mayor de la estructu-
ra de la Ciclosporina, incluyendo ésta probablemente a los

aminoacidos 1, 2, 3 y 11 (Wenger, 1983).

1.1,3. FARMACOCINETICA

Debide a la naturaleza hidrofdbica de la CSA, debe ser disuelta en

1iquidos o solventes orgénicos antes de su administracién. Asi, para

su administracién oral, la droga es disuelta en una solucidén base
de aceite de oliva; para su administracidén intravenosa se utiliza
un vehiculo de aceite de castor Polioxietilado compatible tanto con

dextrosa como con suero salino (Van Buren, 19t6).

El pico de su ccacentracién en sangre se produce a las 3-4 horas de

su administracién per via oral. En sangre, aproximadamente el 50 %

de 1la droga estéd asociada con eritrocitos y el 10-20 % con

leucocitos. Del 30-40 % restantc en plasma, el 90 % estd ligado a

lipoproteinas, siendo escasa la fraccién ligada a otras proteinas




séricas. Debido a su alta solubilidad en lipidos, la CSA esti

extensamente distribuida en tejidos extravasculares, revelando la

-

e i : ; 3 i
administracién de Ciclosporina-H (tritiada) a ratas, unas concen-

traciones mayores en higade, rifidn, suprarrenales, pancreas, timo,
tiroides y grasa perirrenal (Atkinsonet al., 1983; Ried et al:,

1983).

Aproximadamente el 70 % de la dosis de CSA administrada parece ser
que se metaboliza en el higado, habiéndose identificado aproximada-
mente 17 metabolitos generados por el ristema oxidasa pASO asi como
también por N-Demetilacién de la droga nativa (Rogers, Kahan,

1984).

La via mas importante de eliminacidén de la CSA es por excrecidn
biliar, siendo solamente un 6 % eliminado por orina, una parte de

la cual es ciclosporina no metabolizada (Wood et al.,1983).

1.1.4. TOXICIDAD

El uso de CSA produce una serie de efectos secundarios que deben

ger detectados Y controlados en orden a permitir una utilizacion




optima de la droga. Entre estos efectos adversos los que mayor

trascendencia plantean son los de nefrotoxicidad y hepatotoxici-

dad.

1.1.4.1. Nefrotoxicidad

Los estudios de Calne et al., 1978; Calne et al., 1979, documenta-
xistencia de anuria primaria y secundaria en trasplanta-

renales tratados con CSA, probablemente en relacidén a las
dosis empleadas, muy superiores a las que actualmente se adminis-
tran. Este problema quedd magnificado por los estudios de la
Universidad de Minnesotta (Ferguson et al., 1982), los cuales
encontraban en el 85 % de los enfermos tratados con CSA al menos

un episodio ae elevacién de la creatinina sérica.

La nefrotoxicidad de la CSA se expresa clinicamente por una

elevacién de nitrégeno uréico sanguineo (BUN) y de la creatina

(Kobrenski, 1983). Hows et al., 1983 encontraron en pacientes

trasplantados con médula bsea y tratados con CSA la presencia de

una nefrotoxicidad precoz caracterizada por un incremento modera-




do de 1la creatinina plasmatica, siendo menos frecuente el
desarrollo de una nefrotoxicidad severa. Desde el punto de vista
clinico esta situacién venia caracteri-ada por retencién de
fluidos, hipertensién, edema periorbitario y periférico, y rara-
mente por un fallo oligirico agudo. Entre los factores de riesgo
que incidian en una mayor nefrotoxicidad, estos autores incluian:

la presencia de niveles a2lt:', de CSA ( 500 ng/ml), el uso de

drogas nefrotdxicas y la presencia de hiperbilirrubinemia.

También podia encontrarse una nefrotoxicidad tardia (después de
la 4% semana) que estaba en menor relacidén con el uso de drogas
nefrotéxicas. En estos casos la nefrotoxicidad era de grado
medio, aunque aparecian hipertensién y cambios microangiopaticos

similares a los del Sindrome Hemolitico Urémico.

En todos los casos en los gue se apreciaba un empeoramiente de la

funcién renal, la disminucién de la dosis de CSA suponia una

Hows et al.,

recuperacién de la misma (Klintmolm et al., 1983;

1983).

Con la administracidn de CSA también pueden apreclarse anormali-




dades en los electrolitos séricos. Asi, puede aparecer una
hiperkalemia (Foley et al., 1983; Tonnesen et al., 1983) siendo
ésta de tal magnitud que requiere tratamiento en el 25 % de los
casos (Murray, 1986). Este aumento en la tasa de potesio se
instanra de un modo precoz ‘tras el tratamiento, no estando

asociado con una severa limitaci’ del aclaramiento, pudiendo

aparecer en pacientes con un aclaramiento excelente.

Asi mismc, se encuentra una disminucién en la fraccién de
eycrecion de sodio (Tonnesen at al.,1983), pudiendo ser utilizado
este dato segin algunos autores (Morales et al,,1987) como indice

de nefrotoxicidad de CSA en trasplantados renales.

La aparicién de nefrotoxicidad en trasplantados renales tratados

con CSA tiene el interés adicional en base a establecer el

diagnéstico diferencial entre la aparicidén de una posible nefro-

toxicidad y/o la aparicidn de fenémenos de rechazo. Klintmolm et

al., 1983, sugiren que existen algunos datos clinicos que podrian

aproximar el diagnéstico de rechazo con mayor probabilidad. Para

ello se basaron en el estudioc de biopsias renales de enfermos

trasplantados ¥y tratados con CSA, considerando que existia




nefrotoxicidad en -=nfermos con biopsia renal normal y funcién

renal alterada. Entre estos datos clinicos se encuentran: reduc-
cibn la diuresis, incremen.o de peso, incremento de la
temperatura corporal y un aumento rdpido de la tasa de creatinina
sérica. En la insuficiencia renal vista en pacientes tratados con
CSA como consecuencia de la nefrotoxicidad de ésta, se asiste a
un aumento de la tasa de creatinina de un modo mas lento y casi

siempre asociado a elevadas concentraciones de CSA.

En relacién a la patogénesis de esta nefrotoxicidad han sido
diversas las teorias expuestas. Asi para Diprerink et al., 1983,
en un mcdelo experimental en ratas, el mecanismo de accién

estaria a nivel glomerular, més que tubular, en base a que la CSA

produciria una reduccidén en la presién de filtrado, a través de

su accién sobre la presidn de filtracién o sobre el coeficiente

de filtracidén. Desde el punto de vista morfolégico estos autores

no encontraban datos concluyentes, ya que existia vacuolizacion

tanto en tibulo proximal como en distal en animales tratados con

CSA como en animales controles sin tratamiento.

Por el contrario Devineni et al., 1983,en estudios realizados en




perros abogan por la produccién de un dafo tubular agudo
’

encontrando alteraciones sobre todo a nivel del tubulc contornea-

do proximal, mostrando é&ste tumefacrién de células epiteliales,

degeneracidén hidrépica y necrosis, sin que a nivel glorerular se

pudieran encontrar alteraciones.

Tonnesen et al., 1983, en un estudio experimental en ratas,

centran su atencién en la excrecidon renal de fosfato cuya
. . ;

se realiza en el tuoulo contorneado proximal, obser-

vando qu esta excrecidén fraccional estaba mas baja en 1los

aniriales trata”-~s con CSA comparado con los animales controles, y

sugiriendo que la C5a, directa o Indirectamente, incide en el

indice de reabsorcidén del filtrado en la porcién proximal de la

nefrona y limita la "entrega'" dictal del filtrado.

Desde el punto de vista morfolégico, los mosibles cambios renales
inducidos por la CSA presentan el interés practico inmediato de

la tebrica diferenciacidén del dafio producidn como consecuencia

directa de 1la accidn téxica de la droga, de aquellos cambios

producidos por posibles y/o concomitant2s fendmenos de rechazo.




Asi Von Willebrand y Hayry, 1983, demcstraron 1la presencia de

depdsitos de CSA, mediante inmunofluorescencia directa y técnica
de peroxidasa-antiperoxidasa, en células parenquimatosas renales
del material obtenido por puncién aspirado en pacientes con
signos clinicos de nefrotoxicidad. Estcs depbsitos no condiciona-
ban ninguna reaccidén inflamatoria acompafiante de forma, que de

aparecer ésta, sugeriria mds un proceso de rechazo que de

toxicidad inducida por la CSA.

Mihatsh et al. 1983, describen una serie de cambions morfolégicos
en pacientes tratados con CSA a nivel renal, déndele gran
importancia a la presencia de vacuoiizacidn tubular isométrica y

prescncia de megamitocondrias, indicando una mayor sucepti-
hilidad al dafio renal asociado con la CSA, la presencia de
factores asociados tales como existencia de rechazo, vasculopatia
de cualquier tipe, fallo r=snal, etc. Estos autores también dan

importancia a la presencia de fibrosis difusa, no focal. También

describen la denominada arteriopatia asociada a CSA, definiendec a

ular limitada a arteriolas y arterias

ésta como una lesidén vasc

mas pequefias Yy caracterizadas por hialinosis severa, necrosis O




engrosamiento mucoide de la intima como se observa en el Sindrome

Hemolitico Urémico. Estos autores sugieren que estas lesiones

vasculares podrian desarrollarse a través de un chmulo de
factores como hipertensién transitoria, altasracicnes latentes del

sistema de coagulacion y otros ccmo irradiacién, interaccién de

drogas e infecciones.

valoran la presencia de edema intersticial,

glomerulitis [exudacidén de células mononucleares en los capilares
'

A

plomerulares) y el indice de células inflamatorias en capilares
peritubulares (I/C), demostrandc la importancia de la vasculitis

en predecir el rechazo agudo, ¥y el indice I/C$‘1:3 an predecir la

nefrotoxicidad por CSA. Cuando no se aprecia vasculitis y el

fndice I/C £ 1:3 no estd presente en una biopsia, la combinacidn
de presencia o no de edema, glomerulitis y un I/C21:3 e

I/C A& 1:/3 pero< 3:1 son altamente sugestivos de rechazo agudo o
4 - ~

nefrotoxicidad por CEA.

4.2 . Hepatotoxicidad

oblema de
La hepatotoxicidad inducida por la CSA representa un pr




menor entidad que la nefrotoxicidad inducida por esta droga. No

- 4 ~ .
obstante en un 20-40 % de pacientes tratados se asiste a una
hiperbilirrubinemia como perturbacidén primaria. Otras alteracio-
nes que pueden ser observadas son un aumento en los niveles de

transaminasas asi como una elevacidn de fosfatasa alcalina sérica

(Klintmolm et al., 1981).

11., 1983, comparan las alteraciones hepaticas en

s renales tratados con CSA y trasplantados tratados

y azatioprina, encontrando que una dosis inicial

CSA conduce a una adecuada inmunosupresién sin

nepatotoxicidad, siendo las alteracion:s hepadticas méas

cuentes en el segundo grupo que en el de los enfermos tratados
con CSA. No obstante, los niveles de bilirrubina, aunque en un
rargo normal, eran significativamente mayores en el grupo de
con CSA, sugiriendo una disfuncién hepéatica

enfermos tratados

subclinica asociada con la aroga.
La naturaleza exacta de esta hepatotoxicidad no estd bien

definida sugiriéndose que los pacientes en situacion de fracaso




renal g idiari :
Yy subsidiarios de trasplante, con frecuencia presentan

alteraciones hepéaticas previas, condicionadas por la hemodi&dlisis
y transfusiones, tales como hepatitis viricas B y no-A no-B,
sobrecargas de hierro, etc. Para obviar este problema, Schade et
al., 1983, estudian la funcién hepatica de enfermos trasplantados
cardiacos y tratados con C35A, notando elevaciones de la bilirru-

érica de un modo precoz tras el trasplante y manteniéndose

iurante un largo periodo de tiempo.

El igcremento de bilirrubina era predominantemente a expensas de
la fraccidén directa. Curiosamente los niveles de SGOT no se
encontraban alterados mientras que si existia un incremento de
los niveles de SGPT cuando se comparatan con los que existian
antes del trasplante. lLa fosfatasa alcalina se encontraba dentro

de los limites de la normalidad. A pesar de la ausencia de

incrementos significativos en los niveles enzimaticos habia una

profunda cclestasis. La elevacién de coliglicina y sulfolitocolo-

glicina indicaban una modificacién en el metabolismo del hepato-
gl;

cito que iba mas alld de la mera alteracidén en la excrecién de

bilirrubina.
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5. EMPLEO CLINICO DE LA CSA

La inclusidén de la CSA en el arseral terapeltico ha impuesto su
i s P
utilizacién con mayor o menor éxito en dos campos: trasplante de

organos y enfermedades de base autoinmune.

1.1.5.1. Trasplante de 6rganos

Desde el ensayo clinico inicial de Calne et al., &n 1977
utilizando la CSA para tratar recepteores de trasplantes renales,
el nimero de trasplantados que se han beneficiado con el empleo
de esta droga como terapia inmunosupresora inicial se ha incre-
rapidamente (Calne et al.,1981) mostrando los distintos

una supervivencia del trasplante al afio que oscilaba

entre un 72 y 90 % (Canadian Study Group, 1983; European Group,

1983; Flechner et al., 1983; Starzl et al., 1983).

La utilizacién de la CSA en trasplantados renales ha supuesto

también una expansién en cuanto a la poblacién susceptible de ser

trasplantada, obviando problemas del tipo de pobre compatibilidad

HLA, niveles altos de anticuerpos reactivos, edad e historia




positiva* para reactividad cruzada (Canadian Study Group, 1983;
¥ L

European Group, 1983; Merion et al., 1984).

La relacién de las transfusiones sanguineas con el prondstico de
trasplantados renales parece menos clara (Van Buren et al.,
1984), por mas que alguncs estudios (Opelz, 1985) revelan una
mayor ecupervivencia del trasplante en pacientes transfundidos y

tratados con CSA.

1

Un problema similar tampoco resuelto es aquel cdel desarrollo de

una necrogis tubular aguda en trasplantados renales tratados con
CSA., Calne e al., 1979, observaron que la CSA prolongaba el
tiempo de recuperacidn de la injuria isquémica siendo, asi mismo,
peor la supervivencia del rifién trasplantedo cuando se comparaba
con pacientes que habian recibido terapia inmunosupresora conven-
cional (Canadian Group, 1983). En base a ésto Melzer et al.,

1985, preconizé el empleo de globulina anti-timocitica, azatio-

prina y prednisona en aquellos pacientes que experimentaban una

necrosis tubular aguda a continuacidén de ser trasplantados, para

emplear CSA una vez que el enfermo entre en la fase diurética.

El empler de la CSA también ha supuesto una mejoria en la tasa de




supervivencia de trasplantes hepaticos (Calne et al., 1979;

2 o i : B ;
Starzl et al., 1983) sin que existiesen cambios en los criterios

de seleccidn de pacientes, cuando se comparaban con pacientes
tratades con inmunosupresién convencional (Pichlmayr et al.,

1983).

El mayor teneficio ortenido con el empleo de CSA en trasplante de
médula &sea ha sido en el tratamiento de la enfermedad injerto
contra huesped aguda establecida (Powles et al., 1978; Tutschka
., 1981). Sin embargo el empleo de la droga como profilaxis
je esta patologia no parece rendir la misma efectividad (Speck et
1983: Storb et al., 1983; Tutschka et al., 1981). Tampeco la

SA se ha mostrado eficaz en el control de la neumonitis

intersticial que puede desarrollarse en enfermos trasplantados

con médula 6sea, situacidén que supone un problema grave y cuya

patogenésis permanece oscura (Storb et al., 1983), superponiéndo-

se el hecho obserwvado por Barret et al., 1982 y Powles et al.,

1983, de que se producia un dafio epitelial y endotelial a nivel

pulmcnar en pacientes tratados con CSA sin que se pudiese, no

i i relacién causal entre
obstante, establecer indefectiblemente una

los dos hechos.




En el trasplante cardiaco el empleo de CSA también ha supuesto

una mejoria de los indices de supervivencia (Oyer et al., 1983;
Hardesty et al., 1983; Wallwork et al,, 1983). Aunque la
incidencia de rechazo fue algo mas baja entre los pacientes
tratados con CSA, esta diferencia no representa significacién
estadistica (Oyer et al., 1983; Hunt, 1983). Sin embargo ;la
presentacién clinica y el estudic bidpsico en estas situaciones
era diferente en enfermos tratados con CSA, mostrando un curso
presericia de signos electrocardiograficos ni fallo

~0 congestivo precoz, siendo la biopsia endomiocardica el
métodc disponible para diagnosticar estas situaciones de
rechaz (Oyer et al., 1983; Hunt, 1983), aunque sin que se
observe una correlacién clinico patoldgica, de forma que pueden

observarse rechazos histolégicamente severos sin que se corres-

pondan con una disfuncién cardiaca grave desde el punto de vista

clinico.

Los casos de tra.plantes pancreaticos tratados con CSA no han

mostrado una supervivencia del injerto mayor que la obtenida por

métodos convencionales, aurque la proporcidn de injertos funcio-




rantes fue algo mayor en los enfermos tratados con CSA (Suther

.and, 1983; Sutherland et al , 1983).

1.1.5.2. Enfermedades autoinmunes

fiasnnss @ USO B3 d ~
Después del uso con éxito de 1l CSA en trasplantes de oérganos, el
y por otro lado légico, fue la utilizacidn de
enfermedades de¢ base autoinmune. En este campo el

ogreso ha sido mas lento, en parte justificado por la presencia

imprevistas en cesos individuales y a las peguefias

pacientes con enfermedaa=s autoinmunes diferentes.

empleo d CcSA en modelos experimentales Je enfermedades

autocinmunes ha revelado resultados esperanzadores. Asi, €n 1982

Bolton et al., estudian el efecto de la droga en la Encefalomic-

litis Alergica Experimental (EAE) en ratas Lewis, evitando el

desarrollo de la enfermedad cuando las ;élulas esplénicas de

animales enfermos, Qqueé transfieren la enfermedad, eran cultivadas




conjuntamente con CSA. De igual forma los animales transferidos y

tratados con CSA desarrollaban signos clinicos moderados y

solamente después de la retirada de la droga, desapareciendo
totalmente si la dosis de CSA era aumentada. Tampoco se desarro-

la enfermedad al transferir a ratas sanas células espléni-

inmunizadas y tratadas con CSA.

et al., estudian el efecto de la CSA sobre el

de EAE en ratas Lewis, observando que la CSA inhibia

arrollo de la enfermedad en animales inmunizados activamen-
rransterencia pasiva por m.dio de células esplénicas no

ada con el empleo de la droga, mientras que si quedaba
desarrollo de células activas transferentes "in vivo"

aunque requeria la presencia de CSA durante el

de la respuesta celular ya que si la CSA era

afiadida 24 horas después que se afiadiese Con A a cultivos
celulares esplénicos, la transferencia de estas células si

producia la enfermedad. De modc similar, animales tratados con

CSA desde el momento de la inmunizacidén no desarrollaban células

capaces de transferir la enfermedad. Pero si el tratamiento se




retrasaba hasta el dia 2 6 4 postinmunizacién, los animales

desarrollaban células capaces de transferir algunos signos clini-

cos de EAE.

Estos autores concluian que la CSA podria inhibir el desarrollo
de células efectoras "in vivo", mientras que las células sensibi-
lizadas por el inmunégeno, que son detenidas en su desarrollo por
la CSA "in vivo'", pueden desarrollar una célula efectora "in
vitro" cuando son estimuladas en ausencia de CSA. Esto parecia
irdicar una aparente necesidad de estimulacién por Interleucina-2

>), dado gque el desarrollo de células activas ce transferen-

podia ser bloqueado por CSA, Yy ésta actuaria como un

inhibidor de la comunicacidn celular mediada por IL-2.

El 1985 Drachman et al., utilizan CSA como tratamiento de la
Miastenia Gravis Experimental en ratas Lewis, donde la droga se
mostré eficaz en la supresién de la respuesta humoral, respuesta
1a enfermedad al administrarla en el

secundaria y desarrcllo de

momento de la inmunizacién.

En 1985 Tipping ¥y Holdsworth estudian el efecto de la CSA en un




modelo de glomerulonefritis experimental en ratas Sprague-Dawley,

desarrcllando wuna glomerulonefritis activa tras 1la inyeccién

intravenosa de globulina anti-membrana basal glomerular producida

en oveja, a ratas preinmunizadas. Después de cinco dias, se
apreciaba una glomerulonefritis proliferativa difusa con depdsi-
tes lineales de IgG de rata en el glomérulo y proteinuria. E1
tratamiento con CSA iniciado antes de la preinmunizacidn, signi=-
ficativamente atenuaba la lesidén glomerular, reducia la proteinu-
ria, prevenia el depésito lineal de IgG reduciendo los titulos
séritos de anticuerpos anti-globulina de oveja. Si el tratamiento
iniciata después de que la respuesta de anticuerpos estuviera
ylecida la produccién de anticuerpos quedaba inalterada, asi

como el depbésito glomerular de estos anticuerpos y el curso de la

enfermedad.

E1 tratamiento con CSA no era efectivo cuando la glomerulonefri-

tis se desarrollaba de modo pasivo, utilizando globulina de oveja

anti-membrana basal glomerular de rata en ratas no inmunizadas.

Fstos autores concluian que la CSA era capaz de bloguear estas

inis 1
giomerulonefritis cuando la droga se administraba antes de




inicic de  lg enfermedad, previniendo asi una respuesta de

=3 A = - 4 ¢
anticuerpos activa. Sin embargo la glomerulonefritis no sufria

alteracién cuando la respuesta humoral estaba ya establecida o

cuando el dafio glomerular se inducia pasivamente.

En 1986 Gunn y Ryffel demuestran en ratones hembras NZB/W la
eficacia de la CSA en la glomerulonefritis que estos animales
desarrollan esponténeamente a los 3-6 meses de ¢dad, y que tiene
unas caracteristicas similares ¢ la del Lupus Eritematoso Sisté-
mico. Estos autores cbservan que el tratamiento con CSA no solo
prevenia el desarrollo de la glomerulonefritis, sino que ademas
hacia desaparecer la proteinuria una vez que la enfe~medad estaba

establecida, y gque, ademas, los depésitos glomerulares de IgG y

C_ gue aparecen en esta afeccidn no se evidenciaban.
3

También en 1986, Baran et al. demuestran la utilidad de la CSA en

un modelo experimzntal en ratas Brown Norway (BN)con glomeru-

lonefritis autoinmune inducida por mercurio. En este modelo la

CSA a dosis de 7 mg/kg/dia y 10 mg/kg/dia impedia . desarrollo

de alteraciones inmunolégicas y renales. La supresién era eviden-




te con dosis de 5 mg/kg/dia pero no con la administracién de la

droga dos veces por semana. Cuando se administraba CSA 10 dias
después de iniciarse la administracién de mercurio, las manifes-

taciones de la enfermedad desapareciar.

En 1987 Schirijver et al., estudian los mecanismos por los :uales

el tratamiento con CSA inhibe la proteinuria en las glomerulone-

fritis. Para elloc estudian un modelo pasivo de nefritis anti-mem-

brana basal glomerular (MBG) en ratones C57/BL 10 adminis-
5 8

ticuerpos de conejo anti-MBG tras pretratamiento con

diariamente y durante 3 dias. La (SA no modificaba la

ia glomerulonefritis inducida, pero si reducia

ivamente la proicinuria observandose una considerable

disminucién del filt:ado renal glomerular asi como una disminu-

cién de la permeselectividad de la membrana basal glomerular.

En 1986, Thaiss et al., estudian la influencia de la CSA sobre el

desarrollo del dafio renal en glomerulonefritis por complejos

i i P ifi didos con IgG humana
inmunes "in situ" en ratas con rifiones perfun g

cationizada e inyectada intravenosamente con IgG anti-humana




hecha en conejo, observandc que la CSA no afectaba el influjo
celular, debido principalmente a leucocitos polimorfonucleares y
linfocitos, pero si que la proteinuria era significativamente
disminuida, indicando que las interacciones celulares necesarias
para inducir dafio en la membrana glom.rular no tenian lugar en
presencia de CSA. Estos datos parecian indicar que las células
eran atraidas al glomerulo pero no eran activadas. La atraccidn

de células podria ser debida a factores quimiotdcticos tales como

productos del complemento o interaccidn de la fraccién Fc del

anticuerpo con receptores para FC de las células. La activacién

pedria ser inhibida al disminuir la liberacién de IL-1, IL-2 y

por un incremento de la actividad celular supresora.

También en 1986, Neild et al., muestran el efecto que la CSA
produce sobre la proteinuria en la Enfermedad del Suero Crénica

producida en ratas Wistar. Estos autores encuentran que la

proteinuria es inmediatamente suprimida por la CSA, al igual que

ocurre en la forma aguda de esta enfermedaq desarrollada en

conejos (Neild et al., 1983) donde se aprecia ademds una

inhibicibén de la proliferacién glomerular. Estas dos circunstan-




clas son mediadas por monocitrs ¥y dado que la CSA no actla sobre
células de la serie monocito-macrofédgicas sugieren que la injuria

glomerular es mediada por linfocitos T.

il a8 dy s - clinico

Aunaue las enfermedades autoinmunes pueden considerarse en con-
junte como alteraciones en la regulacidén inmunoldgica, los
mecanismos inmunopatolégicos especificos pueden variar enorme-
mente de una enfermedad a cotra, y aln en la misma enfermedad
puede existir un polimorfismo c¢linico e inmunolégico (Talal,

lo cual condiciona una interpretacidén cauta de los

resul tados obtenidos con el empleo de la CSA.

LLa CSA muestra una eficacia importante en el tratamiento de
Psoriasis, Artritis Reumatcidea, Uveitis, Diabetes Mellitus Tipo

I y Sindrome Nefrético (Bach, 1988).

El empleo de la CSA en el TIsoriasis muestra una eficacla casl

absoluta en su control, aun en aquellos casos que Se€ muestran

i j ici 1 de
refractarios a otros tratamientos, con la ventaja adiciona




es1tar una dosi [oF ara c
i dosis baja para obtener buenos resul tados aunque
B , au

existen formas (Pso S L
(Psoriasis en gotas activa) que exigen uvna mayor

dosis de la droga (Ellis et al., 1986; Van Joost et al., 1988;j

Reumatoidea es también sensible a la accién de la CSA
ldes al tratamiento convecional, mostrando

cercana al 50 % (Bach, 1988). %1 manejo de la droga
la interferencia provocada por agentes

que presumiblemente aumentan la

enfermedad en la cual la CSA muestra un efecto
onsiderable (Nussenblatt et al., 1982), produciendo
una disminucién importante en pocos dias o semanas a dosis del

orden de 10 mg/kg/dia. El efecto sobre la enfermedad de Behcet es

de capital importancia y hace predecir que la CSA constituiréd un

tratamiento regular de esta patologia (French-Constant et al.,

1983).

La CSA modifica la historia natural de la Diabetes Mellitus tipo

I insulino-dependiente, incrementando la duracién y frecuencia de




las 151 cue ind
remlsiones cuande se administra en el inicic del sindrome

hiperglucémico (Feutren et al., 1986; Assan et al., 1985) sobre

todo en nifios.

El emplec de iz , permitidc también profundizar en la
patogénesis de la enfermedad mostrando que los mecanismos inmunes

de base celular juegan un papel nds relevante en la destruccién

1

las celnlas que los anticuerpos (Boitard et al., 1988)

Sindrome Nefrotico Idiopatico muestra una respuesta répida de

fSA tanrtoc en adultos como en nifios (Meyrier et al., 1987;
Niande® et al., 1987), siendo mayor su eficacia en aquellos casos
con cambios minimos que en aquellos que presentan esclerosis

\,

focal y en los casos sensibles a tratamiento esteroideo (Niandet

et al., 1987; Brodehl et al., 1987).

En procesos Como Enfermedad de Crohn, Lupus Eritematoso Sistemico

imiositis, la CSA

Miastenia Gravis, Cirrosis Biliar Primaria y Pol

ha mostrado una eficacia que podria ser calificada como moderada

(Bach, 1988).

Aunque las series de enfermos con Enfermedad de Crchn tratados




con CSA son cortas (Allison, Pounder, 1987; Allam et al., 1987)

el empleo de la droga parece ser (til como farmaco alternativo en
el tratamientoc de 1la enfermedad, especialmente en aquellos
pacientes con inflamacidn intestinal marcada que son resistentes

o intolerantes a la terapia convencional.

La CSA ha sido empleada esporadicamente en el tratamiento del
Lupus Eritematoso con resultados contradictorios con disminuciédn

las artralgias en dos de cinco pacientes (Isenberg et al.,
1981), e inefizacia en otros (Henle et al., 1986). También se ha
observzdo una disminucién en la sintomatnlogia de polimiositis y

dermatomiositis (Bendtzer et al., 1984).

La utilizacidén de CSA en la Cirrosis Biliar Primaria no altera el
curso clinico de la enfermadad en casos de estadios avanzados

mientras que si parece tener un efecto beneficioso en pacientes

con enfermedad activa en estadios no terminales (Benkers, Scholm,

1987).

La CSA muestra una dudesa eficacia en enfermedades del tipo de la

Granulomatosis de Wegener, Aplasia de serie roja y Fascitis




Eosinofili i Z ivi
inofilica mientras que su actividad es nula en Esclerosis

Maltiple y Esclerosis Sistemica,

5 : ’
e£n resumen prodria decirse que el empleo de CSA deberia efectuar-
se en pacientes seleccionados con evidencia clara de que existen

necanismos autoinmunes implicados en su patogenia.

Debido a las complicaciones que cualquier forma de inmunosupre-
sidén supone, la terapia con CSA deberia reservarse para pacientes
en gquiénes la inmunosupresién convencional previa ha sido inefi-

o'mal tolerada y en aquellos en los que estd indicada una
inmunosupresién mas agresiva. Igualmente el trataniento con CsSA
deberia ser administrado solamente a pacientes con signos de

anfermedad activa o si son tratados en fase de remisidn con

evidencia de recaidas previas frecuentes.

1.2. NEFRITIS TUBULOINTERSTICIAL AUTGINMUNE: (NTIA)

La Nefritis Tubulointersticial Autoinmune (NTIA) representa un modelo

ern el cual la respuest~ inmune humoral supone un papel

experimental




central, con una contribucién de la inmunidad de base celular peor

definida.

El desarrollo de este modelo experimental tuvo su inicio en 1971
cuando Steblay y Rudofsky, 1971, describen el desarrollc de una NTI
en cobayas inmunizadas con membranas basales tubulares (MBT) de
rifiones de conejos (90 % tutulares y 10 % glomerulares) en adyuvante
completo de Freund. El estudio por inmunofluorescencia puso en
evidenciz la presencia de depdsitos lineales de IgG a lo largo de las
MBT en la mayor parte de= los animales inmunizados, y en un tercio de

aparecian ademds, depdésitos en las membranas basales glomeru-

la 1gG eluida de los rifiones de las cobayas se fijaba "in vitro" a
MBT pero no a MBG, sugieriendo que los depésitos "in vivo" en esta

Gltima localizacidén eran inespecificos.

En 1973,Steblay y Rudofsky ectablecen el papel esencial que juega la

inmunidad humoral en esta enfermedad inyectando suero de cobayas con

NTI a animales sanos y logrando transferirla. La adsorcién del suero

. _ o 5
de animales enfermos con homogeneizados completos de rifion de cobay




40,

sin MBG eliminaba la practica totalidad de los anticuerpos anti-MBT

incapacitandolo para producir la enfermedad.

Estos autores, asi mismo, observaron que la aparicion en el intersti-
cio renal de macrdéfagos y células gigantes, que caracterizan el
cuadro histoldgico de este proceso, ocurvia con posterioridad al

depbsito de auto-anticuerpos.

En 1974, Lehman et al.,utilizan cobayas inmunizadas con membranas

basales renales (MBR) bovinas (BOV). El estudio por inmunofluorescen-

cia directa evidencid, en todos los casos, depdsitos lineales de IgG
en MBT proximal y distal, apareciendo solamente en un 50 % depdsitos
en MBG. La IgG eluida del tejido renal reaccionaba con ambos tipos de
MBR, ain cuando la actividad anti-MBG no era2 detectable a bajas

concentraciones de IgG. Los estudios de inmunoadsorciéa con eluidos

de tejidc renal evidenciaron que un 75 % de la IgG reaccioriaba con

preparados de MB-BOV y que la +totalidad de los anticuerpos reactivos

se adherian a MBT, mientras que solo un 40 % lo hacian a MEG. Asi

mismo, se evidencid que las MBT mostraban antigenos comunes con las

MBG.

Un segundo modelo de enfermedad anti-MBT fue desarrollado por




Sugisaky et al. en 1973, en ratas BN e hibridos de ratus Lewis y BN

inyectadas con una suspensién de rifiones de ratas Sprague-Dawley en
adyuvante completo de Freund, con wvacuna de Bordetella Pertussis. En

las 2 &6 3 wsemanas siguientes a la inmunizacién se observaron

depdsitos lineales de IgG y C3 en las MBT de los tdbulos contorneados

proximales. También a partir de la tercera semana se iniciaba un
infiltrado inflamatorio en torno a vasos peritubulares y alrededor de
las MBT, constituido por leucocitos polimorfonucleares. En las fases
finales d la enfermedad (9 semanas) el intiltrado intersticial
por linfocitos, macréfagos y células gigantes

leadas. En las dltimas semanas, el estudio con inmunofluores-
hallazgos caracteristicos de la fase autbloga de

una glomerulonefritis por complejos inmunes: depdsitos granulares de

IgG y C3 en las MBG.

El estudio serolégico mostrd anticuerpos circulantes en los animales

inmunizados, que igualmente se aislaron de los eluidos de rifiones

enfermos. Los anticuerpos reaccionaron 'in vitrd'con MBT de ratas BN y

Lewis/BN pero nu lo hicieron con ratas Lewis. La inyecr-on de suero

con anticuerpos anti-MBT a ratas sanasS provocd lesiones similares.




En 1974, Lehman et al., desarrollan un tercer modelo de enfermedad,

inmunizando ratas BN e hibridoz de BN ¥y Lewis con MBT-BCV en

adyuvante completo de Freund. Histolbégicamente los rifiones de las

ratas inmunizadas mostraban lesiones similares a las encontradas por
Sugisaky et al.,con lesiones glomerulares minimas y con presencia de
depésitos inmunofluorescentes de IgG en MBT proximal, en el 10-20 %
de los tibulos distales y, ocasionalmente, en la cédpsula de Bowman.
En suero y eluidos de tejido renal se detectaron anticuerpos anti-MBT

pero no anticuerpos Anti-MBG.

Ninguna de las otras diez familias de ratas (F344, Auguost, Lewis,
Wistar Furth, Max, ACl, Buffalo, Wistar, W/F {Fz) y DA inmunizadas

desarrollaron la enfermedad.

También en este mismo afio Lehman et al., 1974, publican un estudio

sobre los mecanismos de formacidn de anticuerpos anti-MBT en tras -

; i ‘ i eptoras de
plantes renales. En este experimento, las ratas Lewis recep

rifiones, desarrollaban una nefritis intersticial, con depdsitos

lineales de IgG y C3 en las MBT de los tlbulos contorneados

i w ntraba
proximales. En los rifiones nativos de los receptores no se enco

Ig.




En contraste con las ratas Lewis, ratas BN receptoras de rifiones de

hibridos de Lewis/BN, no elaboraron anticuerpos anti-MBT. En base a
estos hallazgos, los autores concluian que la formacién de anticuer-
pos solo se producia cusndo a través del trasplainte se introducian
antigenos ajenos a la MBT, siendo dificil de evaluar, no obstante, el

significado patogénico de los anticuerpos arti-MBT.

Sin embargo, también en este afio, el estud.o de Abbas et al., 1974,
parece sostener el papel lesional de los anticuerpos anti-MBT, ya cue
las ratas trasplan%adas desarrollaban lesiores tibulointersticiales
asociadas a anticuerpos anti-MBT pese a habe~se suprimido el proceso

de rechazo mediante inyeccién intravenosa de suero hiperinmune

antidonante.

En 1975 y 1977, Rudofsky et al. publican dos trabajos analizando la

participacién del complemento en NTI en cobayas, asignéndole un

importante papel patogénico en base a la presencia habitual de

depésitos lineales de C3 asociados a IgG en las MBT de los animales

con NTI, asi como por la inhibicién de la transferencia pasiva de la
’

i i la
enfermedad depleccionando de C3 el suero inmune. De igual forma




re ¢ i i
presencia de C3 proactivador en las MBT indicaria una activacién del

complemento por la via alternativa y explicaria el desarrollo de NTI

ar

en. cobayas con déficit de C4, indistinguible de la observada en

animales normales.

En 1976, l.ehman y Wilson publican un trabajo tratando de esclarecer
el papel patogénico de la inmunidad celular en este modelo de NTI.
Para ello transfirieron linfocitos aislados, o en combinacidén con
macréfages peritoneales procedentes de ratas BN inmunizadas a rgtas

BN no inmunizadas.

La transferenciz se efectudé directamente a nivel subcapsular renai,
desarrollando lesiones minimas y focales solamente aquellos animales
que recibieron conjuntamente linfocitos y macréfages. Estos resulta-
dos parecian indicar que vas células sensibilizadas prestaban una

minima contribucidén a las lesiones renales en la NTI, correspondiendec

a los anticuerpos el papel central.

En 1976, Hyman et al. analizan la influencia de factcres genéticos en

el desarrollo de esta enfermedad. Estos autores lograron inducir una

NTI en cobayas de familias XIII ¥y Hartley tras inmunizacién con MBT




de conejos en adyuvante completo de Freund. Por el contrario la

inmunizacidén a ccbayas de la familia II no producia la enfermedad,

pese a existir niveles de anticuerpos anti MBT y depbsitos lineales
de IgG en las MBT. Igualmente la transferencia pasiva de suero
conteniendo anticuerpos anti-MBT no lograba inducir la enfermedad,
ain cuando se observaban depdsitos corticales de anticuerpos anti-
MBT. En base a cstos resultados los autores concluian que algin o
algunos factores genéticos influenciaban la produccién de anticuerpos
anti-MBT autdloga, asi como también que, tras el depésito de
anticuerpos en las-MBT, era necesaria la existencia de algin factor
genético adicional o relacionado para lograr la expresidn completa de
la NTI, nc siendo la presencia de anticuerpos anti-MET depositados a

nivel renal, suficiente para desarrollar la enfermedad.

También en ese mismo afio, Van Zweiten et al., 1977, publican un

trabajo centrédndose en el papel que juegan la inmunidad humoral Yy

celular en la patogenia de la NTI. Para ello desarrollaron la

enfermedad en cobayas inmunizadas con MBT-BOV en adyfuvante de Freund.

La transferencia de suero de animales enfermos a animales sanos,

mostrd la presencia de depbsitos de IgG a nivel glomerular a las 4




horas, pero a partir del tercer dia se localizaban predominantemente

en las MBT,

Los animales receptores de suero no mostraron acimulos de leucocitos
polimorfonucleares a nivel intersticial, incluso en fases tan tempra-
nas come las primeras 4 y 24 horas postrancsferencia. Sin embargo, a
partir del segundo dia se evidenciaban pequefios acimulos de células
mononucleares acompafadas de ocasionales células gigantes y signos de
alteracidén tubula~. En los dias siguientes, las lesiones iban
aumentando su severidad y hacia el dia 10 eran indistinguibles de las

observadas los dias 14 a 21 en lcs animales inmunizados.

El estudio con hematies de carnero revestidos con anticuerpos
anti-conejo, en cortes en congelacién de rifién, correspondientes al
dia 14 de la enfermedad, mostrd abundantes rqsetas en torno a las
células mononucleares, indicando que eran macroéfagos. Los corplejos
complemento no reaccionaban

de IgM con hematies de carnerc ¥y

evidencidndose la ausencia de linfocitos B.

tos procadentes de ganglios de

Finalmente, la transferencia de linfoci

i esta misma
cobayas de la familia XIII inmunizados, a cobayas Sanos de




familia, no lograba inducir la enfermedad.

Esros hallazgos se interpretaron en el sentido de que los anticuerpos
anti-MBT eran los mediador.s de la enfermedad renal sin que existiera
participacién de la inmunidad celular. Adicionalmente, estos anti-

cuerpos ejercerian un influjo sobre las células mononucleares, sin un

efecto similar score los leucocitos polimorfonuc.eares.

En 1976, Rudcksky y Pollara estudian <l papel de la inmunidad celular

en esta enfermedad. Estos autores lugran prevenir el dafio tubular
inducido por la mtransferencia pasiva de ar' cuerpos anti-MBY a
mediante la irradiacién de médula o6sea de los animales

el dia previo o post inyeccién de los anticuerpos. La
transferencia a cobayas irradiados, e inmunizados pasivamente, de
células orocedeniLes de médula Osea de cobayéé no irradiados, lograba

restaurar la capacidad de desarrollar la enfermedad. Esto parecia

indicar que las células mononucleares originadaz en médula Osea eran

atraidas al intersticio renal.

Entre 1979 y 1981, Neilson ¥y Phillips publican cuatro trabajos bajo

el titulo conin de: wInmunidad celular en la nefritis intersticial".
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En el primero (Nei}san y Phillips, 1979) de estos trabajos se npone de
mariifiesto que, a partir del dia 7 postinmunizacidn los.linfocitos de
cobayas con NTI presentan una subpoblacién de linfocitos T sensibili-
zados frente a los antigenos de MBT, probabler -te con funcidn
cooperadora y previamente a la existencia de anticuerpos anti-tuhula-
res. lLa reactividad de estos 3iinfocitos T entre los dias 7 y 11
coincidia con el comienzo de una me-cada supresion policlonal,
mediada pcr otra subpoblacidén T que probablemente ejercia una funcién

moduladora.

undo de los trabajos (Neilson, Phillips, 1979) e-tudian
selectivamente la cirsulacién de 1los linfocitoes sensioilizados,

evidenciz“do la e» -tenc.a de 1linfocitos con funciones efectoras

4

entre los dias 12 y 17 sostinmunizacién, participanco sn el desarro-
170 de la lesiones instersticiales de las cobayas inmunizadas con

antigenos tubulares renales. Existiria, por tanto, un efec%o combina-

do de anticuerpos ¢ ti-MBT, via alternativa del complemento ¥

linfocitos T con potencial efector.

En el te. ~r trabajo, (Njelson et al., 1980), estos aut. 2s analizan

el efecto de los linfocitos T sobre la fibrosis intersticial y la




sintesis de coldgeno observadas en los rifiones de cobayas inmunizadas

con MBT-bovina, encontrando en 1los cultiveos de linfocitos T de

anirales enfermos una ausencia de irhibidor de fibrablastos y de la

sintesis de colageno. Sin embargo, con la progresién de la enfermedad
se detectaba a niveles bajos un inhibidor de la proliferacién,
sugiriendo que el estimulo para la fibrogénesis podria ser la
nresencia n itaY de  linfocitos . «ano de la reaccién
inflamatoria. A lo largo del proceso estos mismos linfociZos pw.

~recién de inhibidores de la proliferacién fibroblasti-

ie los trabajos (Neilson, Phillips, 1981), los autores
que las células NK podrian ser la primera linea de
defensa frents a anticuerpos anti-MBT a través de una reaccidn de
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. Este estudio evi-
denciaba que cuandc los anticuerpos anti-MBT se depositan en los

rifiones podrian actuar como fuente de informacidén entre los antigenos

tubulares y las células N&.

En 1979, Erard et al., estudi:.n la naturaleza bioguimica de los
L ]




determinantes antigénicos reconocidos por los anticuerpos anti-MBT en
la nefritis autoinmune. Tras la inmunizacién de ratcnes Balb/c con
MBG insolublie, los anticuerpos se dirigian fundamentalmente contra

determinantes antigénicos de naturaleza colagenna (procolégeno tipo

IV) compartidos por MBG y MBT, mientras que si la inmunizacién se

efectuaba ccn MBT los anticuerpos inducidos iban dirigidos contra
determinantes antigénicos localizados en la fraccién glicoproteica no

colagenizada de los tibulos renales.

1., 1979, demuestran la eficacia del antisuero anti-idioti-
inhibicién especifica de una enfermedad autoinmune mediada

sn este caso NTI en cobayas, produciendo una

reduccién de los nivelss de anticuerpos anti-MBT y solamente pequefios

focos de afectacidn intersticial.

En 197¢ Ardrés et al., establecieron la hipbétesis de que las lesiones

de MBT en la NTI en cobayas era una consecuencia de la cooperacidn de

mecanismos inmunolégicos humorales y celulares probablemente relacio-

o e i a
nada con la citotoxicidad, y que como expresién Gltima supondria 1

destruccién de MBT pcr células gigantes multinucleadas.




En 1981, Kreiger et al., estudian ia existencia de rata resistentes a
la induccidn de NTI y que ésta no es consecuencia de una diferencia
cualitativa o cuantitativa en la respuesta anti-MBT, sino la ausencia
de un determinante diana en la MBT. Los anilisis de segregacién y el
patrén de distribucién de las cepas, indicaron que la expresién de
este antigeno de MBT era independiente del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) y estaba controlado per un gen dominante,

demostrando la existencia de un tipo adicional de control genético a

la suceptibilidad a la enfermedad, de.erminado mds por el control a

" la presencia del antigeno diana que por la respuesta inmune al mismo.

En 1983, Neilson et al., aunque de acuerdo con las diferencias entre
cepas en las cantidades de anticuerpos anti-M8T producidas, encuen-
tran poco o ningln efecto cdel contrcl genético sobre tal respuesta,
basandose en la medicién de anticuerpos anti-MBT circulantes, més que
de los eluidos. Estos autcres concluyen que la respuesta genéticamen-

te controlada a membrana basal tubular heterdloga, es mediacda por

células y determinada por un gen ligado al CMH (RT1).

Moulonguet-Doleris et al., en 1981, estudian la produccién de anti-
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dependian exclusivamente del CMH.

En 1983 Mampaso y Wilson caracterizan, utilizando anticuerpes nono-
clonales, el infiltrado inflamatorio intersticial en NTI en ratas BN
encontrando un predominio de células T cooperadoras, lo que permite
suponer que tras ia lesidén inicial producida por anticuerpos ¥y
complementec, las células T, con un predominio seiectivo de 1la
subpoblacién T cooperadora sobre la T supresora, jugaban un papel

importante en la regulacidn y progresién de la enfermedad.

También en 1933 Zanetti et al. estudian el posible efecto patogénico

que los anticuerpos anti-idiotipo pueden jugar en el desarroilo de la

enfermedad, observandc que la inyeccién "in vivo" de suero anti-idio-

tipo, previamente a la inmunizacién con MBT, lograba una supresioén

selectiva y significativa de los anticuerpos contra la fraccibén de

MBT autologa solubilizada pero no contra los determinantes antigéni-

cos de la MBT intacta, ni contra los de la MBT heteréloga. Estos

esultados sugerian que los anticuerpJs anti-idiotipr podrian ser de

utilidad en el esclarecimiento de l¢s mecanismos patogénicos subya-



centes en estas complejas reacciones inrunes.

En 1985, Ulich et al. en un modelo de NTI en ratas BN inmunizadas con
MBT-BOV solubilizada caotrépicamente, fracasan en transferir la
enfermedad con suero de ratas inmunizadas, sugiriendo que ésto era
debide a au:e los anticuerpo: responsables no estaban presentes en
suficiente cantidad. Sin embargo, la transferencia si era posibie al

transferir linfocitos ganglionares procedentes de ratas inmunizadas.

En 198C, Rudofsky analiza la diferente suceptibilidad a la induccidn
de ' -siones renales tubulointersticiales autoinmunes en distintas
cepas de ratones, utilizando siete haplotipos H-2 diferentes, consi-
derando que dicha suceptihilidad estaba asociada con el CMH y alelos
de la regién K o sus proximidedes y que los rasgos fenotipicos
ligados al H2, como son la respuesta inmun¢ celular, reactividad de
las células inflamatorias, reconocimiento de lo propio, tclerancia y

variaciones en determinantes de MBT, podrian influir en el desarrollo

de estas lesiones.

Neilson y Phillips, en 1982a, estudian el efecto de la inmunidad

i6 i i en
auto-anti-idiotipica ¢rn la regulacién de la expresion de la NTI
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rat € 2 ]
as BN, observendo que el tratamiento de ratas no inmunizadas con

linfoblastos reactivos a antigenos tubulares, impedia el desarrollo
de NTI cuando estos animales eran inmunizados. Asi mismo, observaron
que la respuesta linfocitaria a antigenos tubulares aparecia especi-
ficamente deprimida en los animales protegidos con linfoblastos
reactivos. Estos resultados sugerian que la inmunidad anti-idiotipica
podia tener una influencia moduladora tanto a nivel del reconocimien-

to del antigero como en el desarrollo de la hecerogenridad del

receptor antigénico.

-

En 1983, Zanetti y Wilsou analizan los aspectos cualitativos y

F

cuantitativos de la respuesta de anticuerpos a los antigenos de MBT
en ratas BN, comparandolos con los producidos en ratas Lewis
sometidas al mismo proceso de inmunizacién, observando una mayor
reactividad de los anticuerpos producidos por ratas BN frente a

antigenos de MBT-BOV que frente a los de rata BN, tanto con la

Traccién particulada comc con la solubilizada. Apreciandose, asi

mismo, una correlacidn entre la cantidad de anticuerpos reactivos y

la intensidad de las lesiones tGbulointersticiales.

das con el mismo protocolo, sintetizaban

las ratas Lewis inmuniza




anticuerpos capaces de reaccionar con las MBT de ratas BN, pero no se
depositaban en las MBT de sus propios rifiones. Estos anticuerpos
mostraban una falta de reactividad con la fraccién solubilizada de

MBT, tanto autdloga como heterdloga.

En base a estos datos, podria sugerirse que la capacidad para
elaborar una respuesta inmune a uno o mids elementos de la porcién
colagenasa de la MBT jugaba un papel esencial en =1 desarrolio de la

NTI en ratas.

En 1984, Neilson et al.,estudian la inmunidad antiidiotipo en la

~efritis intersticial en ratas, observando que estos animales inmuni

sados normalmente no elaboran una respuesta inmune antiidiotipo
humoral o celular a los anticuerpos anti-MBT, implicando en este

hecho a células T supresoras, las cuales podrian modular los

acontecimientos inmunoreguladores subsiguientes.

Entre 1982 y 1985, Neilson et al,publican una serie de tres tabajos

e e ) SR
con el titulo comin de: "Nefritis intersticial murina".

En el primer trabajo (Nielson, Phillips, 1982b), observan Qque las

anticuerpos anti-MBT que se

cepas de ratones elaboran

distintas
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depositaban en los tibulos, pero solo determinados haplotipos expre=
saban la enfarmedad, existiendo un intervalo libre entre el mcmento
en que los anticuerpos se depositan y la aparicién de las lesiones.
La presencia de infiltrados celulares en los rztones suceptibles
aparecia ligada a la regién H.2K, que definia el estatus de respuesta
de un tipo de célula T (Thy 1.2 +, Lyt 2, 3 +) citotSxica para
antigeros tubulares nefritogénicos. De este trabajo parecia deducirse
una disminucidn en el papel patogénico de los anticuerpos anti-MBT,
una importancia de la regién H.2K en la suceptibilidad a la
enfermedad y un rivel de actuacién sobre las células efectoras
citotdéxicas.

En el segundo de los trabajos (Zakheim et al., 1984) estos autores
lograron tiransferir la enfermedad mediante linfocitos T (Thy 1.2. +
Iyt 1.2 +} y en mnenor medida con suero, demostrando el papel

potencial de los linfocitos T y de los anticuerpos anti-MBT en el

desar.ollo de la NTI en el ratén.

En el tercero de estos trabajos Nielson et al., 1985b , estos autores

gerian que los ratones suceptibles presentaban un conjunto de genes

i . ue
de respuesta inmune én el contexto y bajo el control H.2K e IgH.1l g
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g i 3 16 2
promovian ur proceso de seleccidn de células T efectoras que operaban

tras induccién, durante la diferenciacién ¥y desarrollo de las células

T efectoras productoras de la enfermedad.

También en 1985a, Neilson et al., observaron que el efecto nefritcgé-
nico de la respuesta T efectora,' productora de 1la zanfermedad en
ratén, podia ser inhibido en gran medida por tansferencia de células

T supresoras pre y post induccién de la enfermedad.

En 1986, Bannister y Wilson logran transferir pasivamente la enferme-
dad a ratas BN a partir de suerc de ratas Lewis inmunizadas (que no
fijan anticuerpos en MBT pero que si producen grandes cantidades)

cuantificando y definiendo el papel de los anticuerpos anti-MBT en la

iniciacidén de NTI en ratas BN.




2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS




2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La CSA es un faimaco inmunosupresor que ejerce una actividad selectiva
sobre células inmunocompetentes, modulando especificamente subpoblacio-
nes definidas que condicionan una irhibicién de la proliferacién de
células linfoides. Su utilizacién prédctica ha representado un mayor
interés en el campo de los trasplantes de érganos mientras que su uso
en el tratamiento de enfermedades de base autoinmune ha supuesto un
progreso algo mas lento, aunque ha demostrado ser efectiva tanﬁo en la

prevencidén como en el control de patologias de este tipo.

La NTI inducida en ratas BN, al ser inmunizadas con extractos homélogos
o heterélogos de MBT, representa un modelo experimental en el que los
mecanismos de base humoral juegan un papel importante, evidenciado por
la presencia de anticuerpos anti-MBT en suero y la aparicién de
depbésitos de IgG y C3 con un patrén lineal en MBT. Sin embargo, la
presencia de un infiltrado inflamatorio constituido por células mononu-
cleadas a partir del dia 14 postinmunizacién induce a pensar también en

la existencia de un mecanismo inmunoldgico de tipo relular asnciado,

evidenciando este modelo las complejas interacciones que estos dos
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mecanismos, h i
» humoral y celular, tienen en enfermedades de base autoinmu

ne.

Este trabajo pretende evaluar el efecto que el empleo de la CSA puede

producir sobre el inicic y desarrollo de la entfermedad, estudiando:

12 - Modificacién en la tasa de anticuerpos anti-MBT séricos.
22 - Modificacidn de ios depésitos de IgG y C_ en MBT.
3

32 - Modificacién del daflo histolégico renal, expresado por la

oresencia de células inflamatorias en intersticio.

42 - Efecto que la duracién del tratamiento con JSA puede inducir en el

curso de la enfermedad.

52 - Papel que representa el momento de inicic del tratamienco en la

modificacién de la respuesta inmune.
62 - Y, finalmente, examinar en base a los efectos que la CSA ejerza

sobre 1a enfermedad, la contribucién que los mecanismos de base

humoral y celular juegan en el inicio ¥ progresion de la

enfermedad.

¥
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MODELO EXPERIMENTAL

3.1.1. Animales

Se wutilizai.n ratas Brown Norway (BN) de cepas consanguineas,
machos, de 8-10 semanas de edac y 140-150 grs de pes. _proximado
al inicio del protocolo experimental. Los animales se ¢ . tuvieron
de los Laboratorios IFFA-CREDO (Paris, Francia) asi como de

nuestro propio animalario, manterniéndose durante tod: el experi-

mento en condiciones estandar con libre acceso a comida y bebida.

3.1.2. Preparacién del antigeno

Se utilizé el método de Mathieu y Winand (1970) parcialmente

medificado en nuestro laburatorio.

3.1.2.1. ANTIGENO CRUDO O PARTICULADO

. i ifi i i sanos sacrifi-
Se prepard a partir de rinones bovinos de animales




cados : s
dos entre una hora y dos horas antes de su recogida, mantenién-

dose a -70 C hasta su utilizacién.

la corteza renal, ésta se pasd a través de un tamiz
de acero de 150 micras de malla. El1 material no tamizado fue
eriormente homogeneizado v resuspendido en tampén fosfato

-

(PBS) a2 7.4 pH liofilizado y mantenido a -7000 hasta una

(MBT-BOV) se obtuve del material previa-
digestién con colagenasa. La MBT-BCV fue
er. un tampén de Tris, pH 7.4, que contenia Cloruro

cdleico 0,01 M. A esta solucidn se afiadié colagenasa (CLSPA 325

u/mg, Millipcre Corp. Frechold, N.J.) en la proporcién de 0,1

mg/ml.

Después de 72 horas de incubacién en un bafio’ con agitacidn de

37DC, la solucién fue dializada durante 5 dias contra un tampén de

pH 8 que contenia Cloruro gbdico 0,14 M. La mezcla fue entonces




centrifugada a 24.000 r.p.m. durante 2 horas (Rotor 50 Ti
Beckman) siendo filtrado el sobrenadante a través de un filtro

e o L o
Millipore 0,45 y almacenado a -20 C. El contenido proteico fue

determinadc por el método de Bradford (1976).

3.1.3. Inmunizacion

Las ratas BN fueron inoculadas con 4 mg de MBT-BOV en 0,5 ml de
PBS en adyuvante completo de Freund (CFA) conteniendo 4 mg de
Mycobacterium Tuberculosis de cepa H-37 Ra (Difca Laboratories,
Detroit, U.S.A.). La dosis de inoculacién se dividié entre las
almohadillas plantares de patas ftraseras ¥y varias punciones

intradérmicas en el lomo del animal.

8 :
Cada rata recibié, adicionalmente, 0.1 m (2,2 x'10 bacterias/ml)

de Bordetella Pertussis (Difco Laboratories, Detroit, Mi) per

medio de dos inyecciciies intrad€rmicas en el dorso, €n el momento

de la inmunizacién.

3.1.4. CSA

La CSA empleada fue proporcionada por Sandoz Ltd. Basel Switzer-




(R)
- < N
land, Sandimmun la forma de coricentrado para infusién

intravenosa, conteniendo 50 mg de CSA por ml, siendo disuelta a
una concentracién final de 10 mg/ml en susro salino estéril y

o
almacenada a 4 C hasta su utilizacién.

La CSA fue administrada diariimente por medio de inyeccidn
subcutédnea en el dorso del animal a dosis de 20 mg/kg de peso,

previa anestesia con éter del animal.

3.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

3.2.1. Grupos experimentales

Las ratas BN quedaron agrupadas de la siguiente forma (Tabla I):

Grupo I: Ratas inmunizadas con MBT-BOV como se describid, sin mas

tratamiento (n:12).

Grupo II: Ratas no inr..nizadas (n:6) y ratas inyectadas solo con

adyuvante n:6), tratadas con CSA comenzando el dia

previo a la inmunizacién (D-1).




(dias)
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Tabla 1: Protocolo experimental.
@ [ongitud del experimento. v Inmunizacién. £33 Tratamiento

con CSA. ‘ Nefrectomia. s Sacrificio del animal.
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GRUPO III: Ratas inmunizadas con MBT-BOV Y tratadas con CSA desde

el dia previo a la inmunizacién (D-1) (n:10).

Estos animales fueron nefrectomizados unilateralmente
el dia 10 (D 10) y sacrificados el dia 15 (D 15) o dia
(D 30) después de 1la inmunizacién siempre bajo

anestesia con éter. (Tabla 2).

GRUPO IV: En este grupc todos lcs animales sufrieron inmunizacidn

previa con MBT-BOV, quedando distribuidos como sigue:

IV--A: Ratas BN tratadas con CBSA, iniciando el trata-
miento el dia 8 (D 8), sufriendo nefrectomia
unilateral el dia 10 (D 10) y sacrificadas el dia

15 (D 15) después de la inmunizacidn (n:6).

Ratas BN tratadas con CSA a partir del dia 10

(D 10) con nefrectomia unilateral el dia 15

(D 15) y sacrificadas el dia 22 (D 22) (n:8).




IV-C: Ratas BN tratadas con CSA iniciando el tratamien-
to el dia 15 (D 15) con nefrectomia unilateral el

dia 22 (D 22) y sacrificadas el dia 30 (D 30)

(n:6).

GRUPO V: Ratas BN inmunizadas con MBT-BOV y recibiendo desde el
D1 al D5 (V-A) (n:6), desde el D-1 al D 7 (V-B) (n:6)

y desde el D-1 al D @ (V=C) (n:6) tratamiento con CSA,

con nefrectomia unilateral el dia 10 (D 10) y sacrifica-

das el dia 15 (D 185).

3.2.2. Estudio inmunohistopatolégico

En cada experimento los rifiones obtenidos peor nefrectomia unilate-
ral o sacrificio del animal fueron procesados para Su estudio por

microscopia de luz e inmunofluorescencia.

para su estudio por microscopia 6ptica el fragmento de tejido

renal fue fijado en solucién alcéholica de Bouin durante un tiempo

de 8-10 horas. Se realizaron cortes de 2 p de grosor tifiéndose
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con Hematoxilina- Eosina (H-E) y Acidc Peridédico de Schiff (PAS).

Se valoraron una serie cCe pardmetros morfolégicos que traducirian

la existencia de un dafo renal:

- Presencia de infiltrado inflamatorio.

- Caracteristicas celulares de este infiltrado (Leucocitos

polimorfonucleares, linfocitos, células gigantes multinu-

- Alteraciones tubulares.

- Alteraciones vasculares.

Estos parametros tuvieron una valoracidn semicuantitativa, pun-

teando de 0 a 4 + la frecuencia de nula (0), ligera (+), moderada

(++) importante (+++) e intensa (++++) afectacidn intersticial

presente.




Para su estudio por inmunofluorescencia directa, el tejido renal
fue congelado en Isopentano previamente enfriado en Nitrégeno
liquido, manteniéndose a una temperatura de —700C hasta su
procesamiento. Se realizaron cortes en congelacién en un criostato
marca Slee, fijandose a continuacién en acetona durante diez
minutos. Sobre estos cortes se verificd estudio de inmunofluores-
cencia directa utilizandose antisuero de conejo anti-IgG de rata y

cabra anti-C3 de rata obtenidos de Laboratorios

‘Downington Pennsylvania). La presencia de depdsitos linea-

y C37a lo largo de la membrana basal se valord de O a 3

negativo y 3 + méxima la intensidad de estos

3.2.3. Anticuerpos séricos anti-MBT

Se obtuvieron muestras de sangre de cada animal en distintos dias

del experimento por puncién en la vena dorsal de la cola o por

= . e del
puncién directa cardfiaca cuando el dia coincidia con el

i & j i éter.
sacrificio del animal, siempre éste bajo anestesia con éte

La muestra de sangre se dej6 coagular a temperatura ambiente




du € ' 3
irante 1 hora, centrifugandose a continuacién a 2.000 r.p.m

duran ‘ 5 1é
te 10 minutos, obteniéndose de este modo muestras que fueron

0
almacenadas a -20 C hasta su posterior utilizacién.

La cuantificacién de los anticuerpos anti-MBT circulantes se
S L 1 - 4 3

verificé mediante técnica de "Enzymed Linked Immunosorbent Assay'

Iq T 3 o

(E.L.I.S.A.) descrita por Stevens y Saxon y parcialmente modifica-

da en nuestro laboratorio.

Para ello se utilizaron placas de Po.yviniio (Dynatcch, Flow
laboratories) como soporte de fase sdlida. El antigeno BOV-MBT

solubilizado con colagenasa, se diluydé en suero salino, pipeteando

5 ; : 5 o
ios pocillos de la placa, incubédndose a 4 C durante 18

horas. Tras ésto, el antigeno fue vertido de la placa y ésta
lsvada con PBS a fin de eliminar todo el antigeno que no Sse

hubiera pegado a la placa. Para evitar inespecificidades las

placas se bloqueron con 200 u) por pocillo de Albimina serica

bovina diluida en tampén borato sa’i.. de pH £.4 (BSA). Las placas

o
fueron entonces incubadas a 37 C durante 2 hores.

Se preincubaron 500 }‘l de suero de rata contenicndo anticuerpos




anti-MBT 2 16
MBT con 25 ‘¢l de una solucién de antigeno BOV-MBT. Se
uti)'ﬂ»-r\, n ~ 03 ~ & ] 3

lizaron como controcles 500 gl del mismo suerc preincubado con
25 pl de una solucidn de Toxoide Teténicc a una concentracién de 1

mg/ml © con suero salino.
3 S 4 : o}
Las placas fueron incubadas 2 horas a 22 C y més tarde lavadas.

Se diluyé IgG de conejo anti- IgG de rata conjugada con fosfatasa
{(Zymed Laboratoires, Inc., San Francisco, CA, USA) 1/1000
% afiadiéndose 100 gl por pocillo. Las placas se

o £ . 5
8 horas a 4 C lavandose a continuacion 5 veces

Como sustrato del sistema se€ empled 4-Metil Umbellyfervl fosfato
(Jigma, London Chemical. Co Ltd. Surrey) preparandose a una

-4
concencracién final de 10 M. en Buffer carbonato a pH 9.5,

agregandose 100 ul a cada pocillo.

; o)
de incubacidén de 90 minutos a 22 C, en

Después de un periddo

oscuridad, la actividad enzimatica fue determinada mediante Espec-

trofluorometria utilizando una longitud de onda de 360 mm para

excitacién y 470 mm para emisién.
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4. RESULTADOS

A) GRUPOS DE CONTROL

A.1: Grupo I

La inmunizacién con MBT-BOV en adyuvante no causé mortalidad =n los

animales durante el periodo de observacién.

En el dia diez, dia en el gque estos animaies sufrieron nefrectomia
macroscopicamente agrandado y tumefacto. Existia

una palidez focal e irregular con pequefias dreas subcapsulares de
s{ como adherencias capsulares. A partir del dia quince

los rifiones aparecian disminuidos de tamafio mostran-

do una consistencia firme.

Histoldgicamente todas las ratas desarrollaron lesiones tibuloin-

tersticiales severas, caracterizadas por un infiltrado inflamatorio

intersticial focal e irregularmente distribuido. En el dia diez el

infiltrado estaba constituido fundamentalmente por leucocitos poli-

morfonucleares (Fig 2). En el dia quince este infiltrado era de

' i i i J i células
mayor entidad epreciéndose, asil mismo, la existencia de




leucocitos

inflamatorio tGbulointersticial constituido por

Fig. 2: Infiltrado
polimorfonucleares.




multinucleares gigantes (Fig 3)

g junto con cambics epiteliales

s o : b
degenerativos (nicleos hipercromaticos y vacuolizacién citoplasma-

tica) (Fig 4)asi como cambios tubulares atréficos, prominentes
fendmenr e fibrosis peritubular y periglomerular y lesiones

vasculares con cambios moderados de arterioesclerosis (Fig 5).

El estudic 4de inmunoflucrescencia mostraba ya en el dia diez un
depdsito de 1IgG . membrana basal de tlbulos proximales con un
Se apreciaban también depésitos de C3 con un

pero de menor intensidad (Fig 7) (Tabla II).

ratas no inm 1izadas ¥ aquéllas inyeccadas solamente con
adyuvante y aque recibieron un curso de quince dias de duracion con
tratamiento de CSA mostraban un aspecto macro y microscdpico normal

sin evidencia de infiltrado inflamatorio alguno y sin cambios en

o tubular. TampocO existian depbsitos de IgG ¥y CB' en ningun

epiteli

caso (Tabla IIl).
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Fig. 4: Cambiocs degenerativos en epitelio tubular.
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sal de tibulos proximales.

6: Depbésito lineal de IgG en membrana ba

.




intensidad que el de IgG. (Fig. 6).

Fig. 7: Depésito lineal de 63 de menor




GRUPO I

HISTOLOGIA INMUNOFLUORESCENCIA
A B

Tabla II: Representacién gréafica de los hallazgos histolégicos y de

inmunofluolrescencia. Grupo I.

C— Nefrectomia. R Sacrificio.




GRUPO II

HISTOLOGIA INMUNOFLUORESCENCIA

Tabla III: Representacién grafica de los hallazgos histolégicos y de

inmunofluolrescencia. Grupo II.

3 Nefrectomia. @ Sacrificio.




B) Ratas BN tratadas con CSA e inmunizadas con BOV-MBT

B-1: Grupo III

Ninguno de estos animales en los que el tratamiento con CSA se
iniciaba en el dia anterior a la inmunizacidn, mostraban alteraciones
histolégicas asi como tampoco presentaban depdsitos inmunofluo-
rescentes de IgG y C3 adn cuando el animal fuese sacrificado dias
después de haber suspendido el tratamiento con CSA el dia catorce. Es
decir, la droga parecia establecer una completa prevencién de la

enfermedad (Fig 8 Tabla IV).

En los animales en los que el tratamiento se retrasaba al dia ocho y
diez después de la inmunizacidén, se apreciaba una ausencia de dafio

histoldgico en rifibn sin evidencia de infiltrados inflamatorios,

fibrosis, etc; determinado tanto al inicio del tratamiento (dia diez

en grupo IV-A) como tras haber cesado la administracién de CSA (dia

quince en grupo IV-B). Sin embargo la intensidad y patrén de los

ar siendo indistinguibles

depdsitos de IgG ¥ C3 permanecian sin modific
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olégicas en animales tratados con CSA

Fig. 8: Ausencia de alteraciones hist
(Grupo III).




GRupPo [I

"HISTOLOGIA INMUNOFLUORESCENCIA

grafica de los hallazgos histolégicos y de

Tabla IV: Representacién
inmunofluolrescencia. Grupo I1I.

C— Nefrectomia. W Sacri ficio.




de los que aparecian en animales sin tratamiento (Fig 9)

En el grupo IV-C i
’ -C, es decir, en aquellos i i i
q animales inmunizados, en los
ue '
q el tratamiento con CSA se retraseba hasta el dia catorce después
de . i o
la inmunizacién, el curso de la enfermedad aparecia inmodificado

con presencia de dafio intersticial desde el punto de vista histoldgico

y depdésitos lineales inmunofluorescentes de IgG y C_ (Tabla V)
3 -

B.3: Grupo V

Los animales inmunizados que recibian un curso corto de cinco y seis
dias de tratamiento con CSA (grupos V-A y V-B) mostraban una discreta
disminucién del dafio renal histoldégicamente, pero los depbsitos de IgG
y C  laneales aparecian inmodificados. Si el tratamiento con CSA se
prolongaba dos o Mmas dias (grupo V-C) se asistia a una completa
normalidad, tanto histolbégicamente como en cuanto a la existencia de

depbsitos inmuncfluorescentes (Tabla vIi).

Anticuerpos Anti -MBT- séricos

Las

determinaciones seriadas de anticuerpos anti-MBT, per método de ELISA




(Grupo V).

Fig. 9: Depdsitos de IgG no modificados




GRUPO |V

HISTOLOGIA INMUNOFLUORESCENCIA

Tabla V: Representacién grafica de los hallazgos histologicos y de
inmunofluolrescencia. Grupo IV.

— Nefrectomia. mmmm Sacrificio.




GRUPO V

HISTOLOGIA INMUNOFLUORC SCENCIA

Tabla VI: Representacién gréafica de los hallazgos histolégicos y de

inmunofluolrescencia. Grupo V.

[ Nefrectomia. R Sacrificio.




mostrarcn que la IgG anti-MBT en ratas del grupo I se detectaba

precozmente después de la inmunizacién (dia tres: 2-2,4 p,g/ml) y

continuaban aumentando su nivel durante todo el curso del experimento

(dia veintiocho: 4,3 wg/m) (Tabla VII).

En los grupos II y IIl los niveles séricos de IgG anti-MBT eran
constantemente mAs bajos que los de los animales del Grupo I (0,7F,g/ml

en dia tres y 0,8 ug/m! en dia 28) (Tablas VIII y IX).

grupo IV mostraban una drastica caida en los niveles de
.rn+i-MBT cuando el tratamiento con CSA se iniciaba en los

liez postinmu"izacién cayendo hasta 1,4 F,g/ml en el dia diez
rimer grupo y hasta 1,5 'u,g,f"ml en el dia veintiuno en el segundo

o. Sin embarge las ratas de este grupc IV que comenzaban el

T
L

D
tratamiento catorce dias después de la inmunizacién, solamente mostraban

una ligera disminucién en los niveles de Anticuerpos anti-MBT (3,6 pg/ml

en el dfa 28) (Tabla X).
En el grupo V las ratas tratadas con CSA durante los einco primeros dias

del experimento, alcanzaban niveles de I1gG anti-MBT similares a los del

grupo I (3,6 p,g/ml del grupo V frente 2 4 pg/ml del grupo I en el dia
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Tabla VII: Anticuerpos anti-MBT circulantes. Grupo I.
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Tabla VIII: Anticuerpos anti-MBT circulantes. Grupo 1
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Tabla IX: Anticuerpos anti-MBT circulantes. Grupo I1I.
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Tabla X: Anticuerpos anti-MBT circulantes. Grupo IV.




catorce). No obstante, si el tratamiento con CSA era prolongado

durante dos o més dias, los niveles de IgG anti-MBT caian precoz-

mente (1,4 pg/ml y 0,7 mg/ ml en grupo V-B y V-C respectivamente)

(Tabla XI).
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Tabla XI: Anticuerpos anti-MBT circulantes. Grupo V.
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5. DISCUSION

La inmunizacién de ratas BN con MBT heterdloga (BOV) produce una
NTI que representa un modelo experimental de enfermedad autoinmu-
ne (Lehman et al., 1974). Este proceso viene caracterizado
histolégicamente por un infiltrado inflamatorio intersticial
irregularmente distribuido que varia sustancialmente en su compo-
sicién a lo largo del experimento. Asi, entre los dias 8 y 10
postinmunizacién este infiltrado esta constituido por leucocitos
polimorfonucleares que, progresivamente, disminuyen en numero
estando practicamente ausentes en la tercera semana. Entre los
dias 13 y 18, casi todas las células 3son identificadas como de
estirpe mononuclear, ¥ localizadas predominantemente en zonas de

dafio tubular severo se aprecian células gigantes multinucleadas.

Serolégicamente, la enfermedad queda definida por la presencia de

anticuerpos anti-MBT que se detectan en el dia 3 y que contindan

aumentando a lo largo del experimento. El estudio por inmunofluo-

rescencia directa revela la existencia de depdsitos de IgG en MBT




. _ 5 ;
que adoptan un patrén lineal a partir del dia 8 postinmunizacién

También se observan depdsi 6
epositos de C3 con un patrdén similar pero de

menor intensidad.

Parece claro, por tanto, que el hecho r's precozmente detectado
en la evolucién de la enfermedad es la presencia de anticuerpos
anti-MBT permitiendo suponer que é&stos anticuerpos juegan un
papel central en el inicio de la enfermedad {Lehman et al., 1974;
Zanetti et al., 1983; Bannister et al., 1986; Zanetti, Wilson,
1983), estando el desarrollo de la misma en relacién con 1la
cantidad de anticuerpos depositados en HMBT (Lehman et al., 1974).
Estos anticuerpos presentan un evidente poder nefritogénico,
estando la mayoria dirigidos contra una fraccién de MBT resultan-
te de su digestidén con colagenasa (Zanetti y Wilson, 1983) que
resulta en la precipitacidén de un antigeno tubular de aproximada-
mente 43 kd. La administracién de un modo pasivo de anticuerpos
anti-idiotipo produce una disminucidén en la tasa de

heterdlogos

anticuerpos anti-MBT circulantes (Zanetti y Wwilson, 1983).




Los datos histoldgicos, inmunohistoquimicos y serolégicos de enfer-

medad tabulointersticial son reproducibles en los animales del grupo

I, es decir en agquéllos utilizados como control. Sin embargo en las
ratas del grupo III, en las que la administracién de CSA comenzaba
en el dia previo a la inmunizacidn, existia una prevencién de la
enfermedad sin alteraciones histoldgicas, depésitos tubulares y con
titulos de anticuerpos anti-MBT permanentemente bajos, similares a

los del grupo II.

La CSA, por tantec, se muestra eficaz en evitar la produccidén de
anticuerpos anti-MBT por parte de células P. La observacidén de Borel
et al., 1977, que la CSA no afecta la produccién de anticuerpos
frente a lipopolisacaridos, que funcionarian como antigenos T-inde-
pendientes en ratones atimicos, supondria que la actividad de la
droga estaria restringida al compartimento celular T. Este punto de
vista es mantenido por la observacién de que la CSA no inhibe la

5 % : " ; .
proliferacion de células B "in vitro" a dosis en las queé produce

inhibicién de la actividad T (Bird et al., 1980; Leapman et al.,




1980). Frente a ello parece que la CSA afecta en la misma extensién

a la transformacidén de células B y T frente a mitdgenos Pokeweed o
antigenos de Stafilococus Aureus. Sin embarge, el problema que se
plantea es que 1la activacién de células B resultante de la
exposicibén a estos mitdgenos, puede no ser enteramente independiente
de células T y que la inhibicibn observada prodria ser consecuencia
de una inhibicidén de la actividad T celular. Kunkel y Klaus, 1980,
han demostrado la existencia en ratones de dag tipos de antigenos
T-independientes que se corresponderian con dos subtipos de células
B. Uno de estos grupos supondria una respuesta humoral normal o
supranormal en animales totalmente suprimidos con CSA, mientras que

los anticuerpos frente al segundo grupe (que incluye lipopolisacéri-

dos) serian totalmente suprimidos por CSA.

En el modelo experimental estudiadoc por nosotros cabria pensar que

los antigenos que desencadenan la respuesta inmune, es decir los

antigenos de MBT de 43 Kd anteriormente expresados, pertenecerian al

segundo tipo, pudiendo la CSA inhibir a células macrofagicas ©

células T cooperadoras que establecerian un estimulo para la

activacién y diferenciacién de células B (existiendo asi mismo una




falta de respuesta de la funcién de la célula B como presentadora de

antigeno) (Britton y Palacios, 1982).

La ponsible implicacién patogénica de una falta de produccién de
autoanticuerpos anti-idiotipo en el curso de la NTI como conse-
cuencia de la accibén de células T supresoras que se desarrollarian
precozmente después de la inmunizacién (Neilson et al., 1984), no
parece ser corroborada con el empleo de CSA, ya que ésta facilita la
induccidn de células supresoras aloantigeno especificas (Yoshimura
et al., 1983; Tutschka et al., 1981) sugiriéndose la existencia de
un mecanismo alternativo que permita la amplificacién de la accién
supresora y que seria independiente de la IL-2 (Hess et al., 1983).
Es posible que de modo similar a como Wagner et al., 1981,
encuentran un factor de diferenciacién, reguerido para la maduracidn

de linfocitos T citotéxicos, exista un factor de aumento de rélulas

supresoras que es posible, que en ausencia de CSA, puede actuar de

modo singénico con la IL-2.

Este hecho podria ser también mantenido por la evidencia observada

en receptores de transplante renal, Qque, tratados con CSA muestran

un nimero dismiruido de células T cooperadoras, estando mantenido el




namero &
de células supresoras con lo que existiria una distorsién

relativa en los linfocitos T reguladores con, el subsiguiente cambio

en el balance inmunoldgico (Kahan et al., 1982; Luidor et al

1986).

En los estudios de artritis experimentales en roedores (Agus et al.,
1985), asi como en series de pacientes con lupus eritematoso
sistémico tratados con CSA (Feutren et al., 1986) parece deducirse
que la droga administrada desde el momento de la inmunizacién o
durante la fase efectora precoz de la enfermedad, produciria una
moderada supresién de la inmunidad humoral, mientras que la adminis-
tracién de CSA mas tarde durante la fase efectora no produciria
cambios, en los titulos de anticuerpos anti-DNA. Tal -omo se aprecia
en los animales inclui_dos en el grupo IV, Ay B de nucstra serie, en
los que la CSA se administré cuando la enfermedad se encuentra ya en
su fase =fectora, existe una interrupcién en la respuesta B

establecida. El1 hecho de existir depdsitos tubulares, ain con una

caida de los titulos 36ricos de anticue.pos anti-MBT vendria a

significar que el depbsito de los anticuerpos Seé produce con

anterioridad a la administracién de la droga y que en funcion de su




escasa cantidad serian incapaces de desarrollar la enfermedad, tal
como demostrd Lehman en el sentido de que el desarrollo de la NTI
estaria en relacidén con la cantidad de anticuerpos anti-MBT deposi-
tados en respuesta a antigenos de la MBT (Lehman et al., 1974). Asi,
por ejemplo, aunque la rata Lewis no carece de antigenos reactivos,
éstos presentan un epitope o epitopes inaccesibles al anticuerpo,
produciendo estas ratas altas cantidades de anticuerpos anti-MBT al

ser inmunizadas con MBT heterdloga, pero no desarrollando la

enfermedad al no depositarse estos anticuerpos en la MBT (Bannister
y Wilson, 1986). La importancia que la tasa de anticuerpos tiene en

la enfermedad, quedaria también demostrada por la

el desarrollo de

rencia pasiva de la enfermedad a

dificultad en efectuar la transfe

siendo ésto debido probable-

través del suero de ratas EN enfermas,

cantidades de anticuerpos nefritogénicos que

mente a las pequefias

existen en la circulacién de estas ratas inmunizadas ya que la

mayoria estarian depositadas en rifién. Sin embargo, utilizando suero

de ratas Lewis inmunizadas, Qque producen anticuerpos pero que no se

depositan en 1a MBT, es posible transferir previamente ia enfermedad

(Bannister y Wilson, 1986) .

a ratas BN




Esta importancia en 1la cantidad de anticuerpos también queda

expresada por el hecho observado en las ratas del grupo IV-C en

las que no ifi
q se modifica el curso de la enfermedad cuando el

tratamiento con CSA se inicia en el dia 14 postinmunizacién, y en
las que a pesar de existir titulos de anticuerpos anti-MBT mas
bajos que en los grupos controles, éstos son ya suficientemente

altos como para desencadenar un dafio inflamatorio intersticiai.

La importancia de la duracién del tratamiento queda reflejada eh
el comportamiento de la enfermedad en los animales del grupo V.

Asi, mientras las ratas que recibian un curso de tratamiento de

cinco dias de duracidén mostraban solamente una discreta reduccién

en las lesiones tibulointersticiales y no se modificaban los
titulos y depdsitos de anticuerpos anti-MBT, en los animales en
los que se prolongaba el tratamiento dos o més dias, se asistia a

una completa detencidén de la enfermedad. Este hecho podria

explicarse por el posible efecto que 1; CSA podria tener sobre

nuevas generaciones de células efectoras no sensibilizadas que

fracasarian en su activacién ya que si bien la vida media de la

mayoria de 10s linfocitos en miridos es de 53 dias (Lancet, 1985;




Norman et al., 1965), hay ademds una pequefia poblazidén de

linfocitos de '"wvida corta'' que sobreviven solamente horas o dias.
Esta aproximacién podria tener la implicacién tedrica de que en
enfermedades autoinmunes mediadas por una pcblacién linfocitaria
de "larga vida" la posible respuesta al tratamiento con CSA podria
aparecer meses & incluso un afic después de iniciado el tratamien-
to, siendo la respuesta a la d.oga mas rapida en enfermedades

mediadas por linfocitos de "vida corta'.

La importancia de la inmunidad de base celular en este modelo de
NTI experimental queda definida por la posibilidad de reproducir
la enfermedad por medio de transferencia pasiva de células de
ganglios linfaticos y células de exudados peritoneales obtenidos
de ratas BN inmunizadas (Lehman y Wilson, 1976). Otro hecho que
aboga por el papel que juega la inmunidad celular es que el
infiltrado monocelular que aparece en el intersticio en el dia
trece postinmunizacién, estd constituido predominentemente por

células T. El andlisis de estas células muestra un predominio de

células wa/zs" es decir, linfocitos T-cooperadores, que también

predominan en bazo y sangre periférica, indicando ésto una




prevalencia de subpoblacién T cooperadora que expresan antigeno -

Ia (Mampaso y Wilson, 1983; Ulich et al., 1985). Los porcentajes
de monocitos y macrofagos que se observan en bazo y sangre
periférica son iguales a los que aparecen en animales controles,
siendo su numero en rifibn mas elevado, sugiriendo este hecho la
posible existencia de factores a nivel de organo diana, probable-
mente relacionados con la infiltracién celular T, ¥ pudiendo
ocurrir algo similar a lo que Tipping et al., 1985, encuentran en
un modelo experimental de glomerulonefritis representando las
células macrofagicas Ia positivas un papel preminente en el brazo
aferente de la respuesta inmune (Schreiner y Unanue, 1984) y que

el tratamiento con CSA prevendria el influjo de Linfocitos

T-cooperadores y monoc itos.

En nuestro modelo existe una ausencia de infiltrado inflamatorio
tras la administracién de CSA a las ratas de los grupos III, IV-A
y Iv-R y V-B ¥ v-C. Este hecho pone de manifiesto la aczibén de la

CSA sobre la poblacién linfocitaria T, quedando ésto también

constatado desde el punto de vista clinico, por el hecho de una

efectividad mayor de la droga en enfermedades de base autoinmune




it :
en las que predomina una respuesta celular como son, o se supone

que son, procesos del tipo de Uveitis, Psoriasis, Diabetes tipo I
y Artritis Reumatoidea (Bach, 1981). Esta influencia positiva de
la CSA se ha observado también en modelos experimentales en los
que la inmunidad celular tiene un papel fundamental como es el
caso de lz LCAE (Bolton et al., 1982; Hinrichs et al., 1983),
sugiriendcse que la CSA puede actuar sobre la poblacién celular T
si su administracién se produce antes de que ocurra la activacién
celular, tal como se observa en nuestro modelo en el grupo IV-C en
el que la droga se administraba en el dia 14 postinmunizacién,
momento en el que ya se ha producido la activacién T. Del estudio
de este mismo grupc podria deducirse una menor sensibilidad a la
droga por parte de la inmunidad de base humoral, condicionada por

el hecho de la presencia de depdsitos inmunofluorescentes en MBT,

que no obstante, son incapaces de desarrollar dafic a nivel

tisular.
No parace ofrecer dudas el hecho de que la IL-2 es uno de los

principales reguladores de la respuesta inmune. La IL-2 es una

citoquina de peso molecular 15.000 que es producida como conse-=




cuenci i id i
ncia de la interaccidén del antigeno, previamente procesado por

el macréfago, con receptores de la célula T (Dinarello, Mier,
1987). El1 antigeno es presentado por el macréfago asociado a
moléculas de Clase II uniéndose a la subunidad Ti del receptor T,
funcionando la subunidad T3 (CD3) de este receptor como transduc-
tora de la sefial funcional generada (Royer y Reinherz, 1987). La
proliferacién de células T ocurrird como consecuencia de las

interacciones entre el receptor de la célula T, la IL-2 y el

receptor de IL-2 (Smith et al., 1980; Meuer et al., 1984).

Aungue las células T en reposo no expresan receptcres para IL-2
tienen un numero maximo de receptores de antigeno (Royer y
Reinherz, 1987), en los que al producirse la unién de éste,
condicionan la induccién de receptores de IL-2. Esta activacidn
también permite la induccién endégena de la IL-2, secrecién de la
sustancia y subsiguiente unién a los receptores de IL-2 en las

mismas células precursoras de células T citoliticas ¥y tal vez

sobre células T supresoras (Lancet, 1985).

cuando un nimero critico de receptores de IL-2 se unen con IL-2 se




produce una sintesis de DNA entrando la célula en mitosis. Si la

estimulacién antigénica cesa se produce una reduccién en el nimero

de receptores de IL-2 y un aumento del complejo Ti-T_ en la
3

superficie celular (Royer y Reinherz, 1987)

Se ha especulade que la CSA interaccionaria con linfocitos T a
través de la existencia de un receptor especifico para la droga.

Con el empleo de CSA marcada con iodo radiactivo {que no es

bioldgicamente activa) no se observa un incremento en su unién a

la superficie linfocitaria (Leoni et al., 1978). Sin embargo, tras
el emplec de Dihidro-CSA tritiada, que si es bioldgicamente
activa, se puede observar un patrén de unidn especifico (Ryffel et
al., 1980) con una marcada avidez por linfocitos T-cooperadores
(Khan et al., 1982) a fiferencia de lo que sucede en células
supresoras y células B que muestran menos avidez sin que exista un

punto de saturacién detectable.
Sin embargo, Le Groc et al., 1983, han postulade la teoria de que

los efectos de la CSA derivarian de la accion de esta droga sobre

la membrana celular, sin la participacién de un receptor especifi-

co, a través de una particién de la doble capa fosfolipidica.
]




Los efectos de la CSA sobre los distintos subtipos celulares, por

tanto, y especificamente sobre la liberacién de IL-2 por células
T-cooperadoras, pueden deberse a una disrupcidén selectiva en la
funcidén de la membrana celular relacionada con el flujo idnico y de
lipidos. La especificidad de la CSA en la modulacién de factores
precoces en la activacidén celular podria desarrollarse a partir de
diferencias er. los mecanismos electroquimicos utilizados por varias
poblaciones linfocitarias y no sobre la unién especifica de la droga.
Esto podria explicar la aparente resistencia de células T supreso-
ras, células NK, células B y células T efectoras maduras a la accién

de la CGSA.

En cualquier caso, pueden plantearse dos hip6étesis en cuanto a los

mecanismos de accién de la CSA a nivel subcelular:

1 - Inhibicidn de la activacién

L son, 1980, sugiere que la CSA actuaria inhibiendo la expresion
ars 5 s




del receptor de IL-2. Esto parece estar confirmado por Palacios y

Moller, 1981, al no detectar expresién de Ia sobre la superficie de
las células T activadas inhibidas por CSA. E1 hecho también de que
células T expuestas a CSA no unen el anticuerpo monoclonal OKT-3,
que tiene afinidad por el complejo T3 del receptor antigénico del
linfocito T (Schwartz, 1985), sugeriria que la CSA actda sobre

este receptor o sobre una zona intimamente relacionada con él

(Britton y Palacios, 1982).

2 - Inhibicién de la segunda sefial

La CSA no afectaria la activacién de células T sino que actuaria
ejerciendo un efecto inhibitorio selectivo sobre la secrecién y/o
produccién de IL-2 (Bunjes et al., 1982). Esta inhibicién no seria
debida a una accién de la droga sobre la célula macrofagica
secretante de IL-1, sino a una deficiencia en la expresién o
funcién de la poblacién T que induce al macréfago a segregar dicha
IL-1 (Mizel, 1982). Esto ha sido comprobado experimentalmente con
la adicién de IL-2, la cual es capaz de reconvertir parcialmente

el efecto inhibitorio de la CSA, hecho que no es posible conseguir




al afiadir IL-1 (Kronke et al., 1984).

La serie de modificaciones del metabolismo celular gue van a

conducir en Gltima instancia a un deficit de secrecién de IL-2

pueden estar en relacidén con la presencia de receptores citoséli-
cos para CSA, en forma de proteinas del tipo de la ciclofilina y
calmodulina (Truffa-Bachi, 1987) y con 1la inhibicién de la
“ranscripcidén genética de células T a través del ARNm para IL-2

(Ryffel et al., 1988).

El empleo de CSA puede suponer una toxicidad, cendicionando ésto
un factor limitante en su uso (Shevach, 1985; Murray, 1986). A
dosis bajas la funcién inmunosupresora de la droga se acompafia de
una reduccién de la funcién renal que muestra un caracter de
reversibilidad sin que se traduzca en alteraciones morfoldgicas, o
bien apareciendo como vacuolizacién isométrica en células del

epitelio tubular, megamitocondrias y microcalcificaciones.

Sin embargo, a concentraciones méas altas la CSA causa una

inhibicién del crecimiento ¥ citotoxicidad de las células de

origen linfoide y no linfoide, que no es IL-2 deperndiente y que




1-\ 4 o,
probablemente esté en relacién con una inhibicién de la sintezis

proteica (Ryffel et al., 1988).

En nuestro modele, la CSA utilizada dosis relativamente bajas

(20 mg/kg/dia) no parece inducir efectos téxicos al no revelar
los exémenes histolégicos realizados alteraciones tanto en los
animales tratados con CSA y sin inmunizar del Grupo II, utilizados

como controles, ni en el resto de las ratas en las que la droga se

utilizéd como tratamiento de la NTI en ratas inmunizadas.

La toxicidad funcional que aparece tras la administracidn a dosis
bajas parece ser debida a fendmenos de vasoconstriccidén condicio-
nados por alteracién en la sintesis de prostaglandinas (Murray et
al., 1985), incremento de la actividad renina-angiotensina (Murray
et al., 1985; Siegel y Ryffel, 1982) o incremento en el estimulo
nervioso renal (Moss et al., 1985); mientras que la nefrotoxicidad

condicionada por el empleo de dosis mas altas podria estar en

relacién con la accidn directa de la droga sobre el endotelio

vascular y células musculares lisas de los vasos, llegando a

: e e S g o e
producir una fibrosis intersticial focal y una disminucion €

namero de elementos funciorales renales (Ryffel et al., 1988).




6. CONCLUSIONES




6. CONCLUSIONES

et g i
1 La C5A ejerce un efecte supresor sobre la inmunidad de base

humoral responsable del inicio de la NTI en ratas BN.

La CSA inhibe la respuesta inmunoldgica mediada por células,

responsable de la progresidén de la eni._rmedad.

La accidén de la CSA sobre la inmunidad de base celular es de
mayor entidad que la accién sobre la inn.aidad de base

humoral.

El empleo de CSA parece demostrar que la falta de produccién
de anticuerpos anti-idiotipc en la NTI en ratas BN no parece
ser debida a la existencia de una célula T supresora. Esto
podria poner de manifiesto que la proliferacidn de células T

no es en todos los cisos IL-2 dependiente, pudiendo existir

otras citoquinas o factores solubles que no son inhibidos por

la CCA.




52 - Un ciclo de tratamiento de 7 dias de duracién con CS.

comenzando el dia previo a la inmunizacién, suprime el

desarrollo de la respuesta humoral.

El retraso en el inicio del tratamiento con CSA hasta el dia
10 postinmunizacién, una vez que la respuesta humoral esta
establecida, reduce los niveles de anticuerpos anti-MBT
circulantes con ausefﬂ:a de infiltrados inflamatorios inters-

ticiales.

Si la CSA es administrada en el dia 14, una vez que la
enferme iad estd e: “ablecida activamente, no se produce ningu-
na modificacién .n 1los niveles de anticuerpos anti-MBT

séricos, pésitos en MBT y dafio inflamatorio intersticial.

ge - Utilizada a dosis @ 20 mg/kg/dia la CSA .o parece inducir

efectos nefrotéxgicos desde el punto de vista histoldgico.

La CSA utilizada subcuténeamente evita los efectos a /ersos

derivados de factores tan labiles como apetito o ahsorcion




intestinal permitiendc un dosaje mas exacto de la droga.

10?2 - En definitiva, el empleo de la CSA en un modelo experimental
de NTI autoinmune en ratas BN tiere un efectc terapeltico en

inicio y desarrollc de la enfermedad.
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