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TABLA DE ABREVIATURAS

o-MSH: alfa-melatohormona

aa: aminodcidos

AcMo: anticuerpos monoclonales

ACTH: hormona adrenocorticotropa

ADCC: citotoxicidad dependiente de anticuerpo
AMPc: adenosfn monofosfato ciclico

ANP: anapsos

APC: célula presentadora de antfgeno

C3: factor 3 del sistema del Complemento

C5a: factor 5 del sistema del Complemento

CD: antigenos de diferenciacién (cluster differentiation)
CID: coagulacién intravascular diseminada

Con A: concanavalina A

CRF: factor de liberacion de ACTH

CSF: factor estimulante de colonias

CSIF: factor inhibidor de la sintesis de citocinas
DTH: hipersensibilidad retardada

EBV: virus de Epstein-Barr

e.s.m: error estandar de la media

FITC: isotiocianato de tluorescefna

G-CSF: factor estimulante de colonias granulociticas
GM-CSF: factor estimulante de colonias mielomonociticas
H202: peréxido de hidrégeno

ICAM: molécula de adhesién intercelular

Ig: inmunoglobulinas
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IgS: inmunoglobulinas de superficie

IL: interleucinas

IL-1R: receptor para la interleucina-1

IL-1Ra: antagonista del receptor de la IL-1

IL-2R: receptor para la interleucina-2

INF: interterén

Kd: kilodaltons

LAK: células asesinas activadas por linfocinas

LB: linfocito B

LCR: liquido cefaloraquideo

LGL.: linfocitos grandes granulares

LH: hormona lutea

LPS: lipopolisacdrido bacteriano

LT: linfocito T

LTB4: leucotrieno B4

LTec: lintocito T citotéxico

LTH: linfocito T cooperador (helper)

LTs: linfocifo T supresor

M-CSF: factor estimulante de colonias monociticas
MHC/HLA: complejo mayor de histocompatibilidad
MIF: factor de inhibicién de los macréfagos

NGF: factor de crecimiento nervioso

NK: células as_esinas naturales (natural killer)

NO: oxido nitrico

PAF: factor de activacion plaquetaria

PBMNe¢: células mononucleares de sangre periférica

PDGF: productos de degradacién del fibrinégeno
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PE: ficoeritrina

PGE2: prostaglandina E2

PHA: fitohemaglutinina

PKC: protein cinasa C

Pm: peso molecular

PMA: ésteres de forbol

PMN: leucocitos polimorfonucleares

PWM: pokeweed mitogen

RI: respuesta inmune

SI: sistema inmune

SMF: sistema mononuclear fagocitico

SMM: sistema monocito/macréfago

SNC: sistema nervioso central

SNP: sistema nervioso periférico

STH: somatotropina (hormona del crecimiento)
Tac: cadena altfa del receptor de la IL-2

TC: tercer color

TCR: receptor del linfocito T

TGF-f: factor de transformacién del crecimiento beta
TIL: linfocitos infiltradores de tumor

TNEF: factor de necrosis tumoral

TSH: tirostimulina (hormona estimulante dei tiroides)
VLA: antigenos muy tardfos

X: media aritmética
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I. INTRODUCCION

1.1 CELULAS DE LA RESPUESTA INMUNE: LINFOCITOS, FAGOCITOS

MONONUCLEARES Y FAGOCITOS POLIMORF ONUCLEARES.

El Sistema Inmune (SI) comprende diferentes tipos de células, incluyendo los
linfocitos, fagocitos mononucleares (monocitos, macréfagos) y fagocitos
polimorfonucleares (granulocitos). Estas células median funciones inmunes distintas
y secretan una gran variedad de sustancias solubles que regulan el SI asi como Ia

inflamacién y las funciones de otros tejidos y 6rganos (1).

Existen tres tipos diferentes de linfocitos: linfocitos T (LT), linfocitos B (LB)

y células Natural Killer (NK) (1.

Los LT y LB pueden reconocer mas de 10" antigenos diferentes mediante sus
receptores glicoproteicos de membrana, que son ¢l receptor antigénico del LT (TCR)
y las inmunoglobulinas de superficie (IgS), respectivamente. Estos receptores del LT
y LB se generan respectivamente mediante Ia recombinacién somdtica de elementos

genéticos, durante el desarrollo de dichas células en el timo y en la médula ésea (2,3).
Las IgS de los LB se unen "directamente” a muchos tipos de antigenos,

incluyendo protefnas, carbohidratos o lipidos. Por el contrario, el receptor antigénico

7
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de la célula T, solamente se une a antigenos peptidicos que a su vez estén unidos a
moléculas del tipo I o IT del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC/ HLA),
dispuestas a lo largo de la membrana de las células presentadoras de antigeno (APC).
La unién de estos receptores de los LT o LB con el correspondiente antigeno, se
traduce en una activacién y proliferacién de dichas células, y en la consiguiente
liberacidn de factores solubles (citocinas) que inhiben o aumentan otros aspectos de

la Respuesta Inmune (RD) (3,4).

Una caracteristica importante y probablemente exclusiva de los linfocitos T y
B es la "memoria inmunolégica”, a través de la cual, son capaces en un momento
dado de recordar la €Xposicién previa a un antigeno determinado y de responder

rdpida y enérgicamente tras Ia reexposicion al mismo antigeno (1).

El tercer tipo de linfocitos, la célula NK 0 agresora natural, al contrario que
el LT y LB no tiene memoria inmunolégica Y DO expresa un receptor antigénico
resultante del reordenamiento génico (no sufren reordenamiento de los genes de las
inmunoglobulinas ni del receptor del LT). A diferencia de los LT, Ia célula NK no

requiere de la presencia del MHC para reconocer a sus dianas (5).

Los fagocitos mononucleares (monocito/ macrofago) son células fundamentales

para la puesta en marcha vy desarrollo de la respuesta inflamatoria, encargdndose

principalmente de la fagocitosis de aquellos agentes patdgenos de’ crecimiento
intracelular (determinadas bacterias, hongos Y pardsitos). Su capacidad de ingestion

y de adherencia se ve intensificada cuando se unen a los microorganismos a través de

j i i ! ant. 1996
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receptores especializados para ciertos carbohidratos, inmunoglobulinas (Ig) y

Complemento.

Los monocitos y macréfagos pueden también comportarse como células
presentadoras de antigeno a linfocitos T especificamente sensibilizados, y de esta
forma responder de manera rdpida a la eliminacién del antigeno extrafio, vy
posteriormente regular la respuesta una vez que el antigeno haya sido eliminado. En

determinadas circunstancias, también adquieren actividad tumoricida (6-8).

Los granulocitos o leucocitos polimorfonucleares (PMN) neutroéfilos, baséfilos

Y_eosindfilos, reciben estos nombres de acuerdo con la tincién histolégica de los
granulos que poseen en su citoplasma. Aungque estas células no muestran ningun tipo
de especificidad para los antigenos, desempefian un papel importante en la inflamacién
aguda y en la proteccién contra los microorganismos, especialmente aquellos de
crecimiento extracelular (determinadas bacterias, hongos y pardsitos) (9). Los
neutrofilos representan mds del 90% de los granulocitos circulantes y su funcién
primaria es la fagocitosis (10). Los eosin6filos representan el 2-5% de los leucocitos
sanguineos; aunque también son capaces de fagocitar, su funcién primaria radica en
el papel especializado que ejercen contra las infecciones por helmintos (11,12). Los
basofilos representan menos del 0'2% de los leucocitos sanguineos, y junto con los
mastocitos poseen granulos en su interior que contienen diversos mediadores
farmacoldgicos, que tras la estimulacién antigénica (alergeno) son liberados al plasma

desencadenando Ios sintomas adversos de Ia alergia; también pueden fagocitar (13,14).
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1.2 CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LINFOCITOS Y FAGOCITOS

MONONUCLEARES. FUNCION EN LA RESPUESTA INMUNE.

Las células del SI van a realizar su funcién a través del contacto c€lula-célula,
mediante una serie de Teceptores o antigenos de membrana que s¢ expresan en gran
nimero a lo largo de su superficie. Algunas de estas moléculas aparecen en
determinados estadios de Ia diferenciacion o en Ia activacion celular, durante breves
periodos de tiempo, mientras Que otras son caracteristicas de distintas lineas celulares.
Muchos de ellos son identificables desde hace tiempo en el laboratorio, mediante
anticuerpos monoclonales (AcMo). En un intento de clasificar a los antigenos de
superficie celular de los leucocitos humanos y de proveer una nomenclatura uniforme
para dichas estructuras, se celebrg en ¢l afo 1982 en Paris, un Workshop
Internacional sobre antigenos de diferenciacién de leucocitos humanos, donde se

acord6 denominar a estos antigenos con las siglas "CD" (Cluster of Differentiation)

(D).

1.2.1 Anticenos expresados en los LT:

Los cuatro genes del receptor antigénico de las células T (e, B, v, §),
codifican glicoprotefnas que forman heterodimeros de las subunidades «ayBoyys.
TCR P se expresa en aproximadamente el 95% de las células T humanas, y esel
responsable del reconocimiento de los péptidos extrafios asociados con antigenos

propios del MHC de clase I o II (15-18). Estos heterodimeros de TCR « B oy, para
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poder expresarse en la superficie de la célula requieren su asociacién a CD3, un

transduccion celular, resultando en I activacién subsecuente del LT. La expresi

las diferentes proteinas que comprenden el CD3 parecen ser linaje-especificas, por lo

que el anticuerpo monoclonal anti-CD3 constituye el marcador m4s fiable para la

1dent1ﬁcac1on y cuantificacién de los LT 4,19). Los LT representan el 65-75%

total de linfocitos en sangre periférica.

El antfgeno CD4 es una glicoproteina de membrana de 59 Kilodaltons (Kd)

que interactiia especificamente con moléeulas MHC de clase II (DR, DP, DQ) (20).

'El antigeno CDS§ €S una estructura de dos cadenas, compuesta de heterodimeros de

subunidades « y B y de homodimeros de subunidades «; Ia mayor parte de los AcMo

disponibles comercialmente, reaccionan solo con la subunidad o, La glicoproteina

CD8, reacciona con moléculas MHC de clase I (A, B, O (21-23). La interaccién

entre CD4 0 CD8 y las moléculas MHC, facilita la activacién de] LT iniciada por la

unién del complejo TCR al antigeno especifico (24-26).

Los LT inician la RI, median TeSpuestas efectoras especificas de antigeno, y

regulan la actividad de otros leucocitos mediante 1a secrecion de factores solubles, Las

funciones efectoras de los LT incluyen la citotoxicidad mediada por células y Ia

inmunidad mediada por células (respuesta de hipersensibilidad retardada o

DTH). El aumento de Ia activacion y diferenciacion de otros LT y de LB, Ia

supresion de la RI (funcién Supresora) y la secrecién de potentes citocinas como el
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Interferén gamma (INF-v) y determinadas interleucinas (IL), constituyen las funciones
reguladoras de las células T sobre muchos leucocitos y sobre otras c€lulas del
Organismo no inmunes (27). Pueden distinguirse dos subpoblaciones principales de

LT maduros segiin la expresion de los antigenos de diferenciacién CD4 y CD8 (28-

32):

- "La subpoblacién de LT CD4+CD8-, recibe el nombre de cooperadora o inductora
(TH, o helper/inducer), debido a su capacidad para aumentar las respuestas mediadas
por LB y para amplificar la Tespuesta mediada por células efectoras CD4-CD8+. En
sangre periférica, representan un 65-70% del total de LT. Tras Ia exposicién al
antigeno-MHC I, las c€lulas CD4+CDS- se activan y proliferan. Las células
activadas secretan factores solubles o citocinas (I1.-2 y otras interleucinas, factores
estimulantes de colonias, factor de necrosis tumoral alfa, e INF-y), que modulan las
funciones efectoras gjercidas por otros leucocitos como los LB, células NK y
monocitos, estimulando sy crecimiento, activacién y proliferacién de un modo

policlonal, independiente de antigeno.

- La poblacién de LT CD4-CD8+ media la mayoria de las respuestas citotoxicas
antigeno-especificas, ejerciendo su capacidad para matar a otras células, especialmente
c€lulas infectadas por virus, células tumorales, o células alogénicas provenientes del
transplante de un érgano o tejido. Las células CD4-CD8+, reconocen al antigeno
peptidico expuesto en la superficie de la célula diana y asociado a moléculas MHC
propias de clase I. Tras el reconocimiento del antigeno, los linfocitos T citotéxicos

(LTc) CD8+ se activan y destruyen a la célula diana; también pueden secretar
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determinadas citocinas como la IL-2 0 el INF-y, las cuales pueden aumentar las
respuestas inmunes mediadas por otros leucocitos. Pero ademds de la funcién
citotdxica, la subpoblacién de células T CD4-CDS+ puede también suprimir
respuestas inmunes mediadas por otros leucocitos, a partir de la secrecion de
determinados factores Supresores solubles que interfieren con Ia funcién de otras
c€lulas inmunes. Es por ello por lo que se denomina a dicha subpoblacién de

linfocitos T, citotéxica/supresora.

Si bien lo descrito anteriormente para los linfocitos T cooperadores o los
citotéxicos/supresores es la norma, también es cierto que la poblacién de linfocitos
T CD4+CD8-, puede en determinadas circunstancias mediar citotoxicidad e

Inmunosupresién".

El antigeno CD5 es una glicoproteina de 67 Kd que se expresa en la mayoria
de las células T, Yy con una intensidad menor en una subpoblacién de LB. Es otro
antigeno comiinmente usado para fenotipar (identificar y cuantificar) a los LT

(32,33).

1.2.2 Antigenos expresados en los I B:

El marcador m4s cldsico de Ias células B lo constituyen las inmunoglobulinas
de superficie (IgM e IgD). Sin embargo, hay que tener especial cuidado cuando se
usan reactivos especificos contra la IgM o la IgD para la identificacién de dichos

linfocitos, ya que muchas cclulas no B que CXpresan receptores para el Fc de Ia IgG,
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pueden fijar inespecificamente estos reactivos y de esta forma ser inapropiadamente

enumeradas como células B (34).

El antigeno CD19, es una glicoproteina de 90 Kd que aparece en las células
pre-B antes de que éstas adquieran las inmunoglobulinas de superficie, y que sigue
presente en la mayor parte de la secuencia de maduracién de las células de la linea

B. Por ello constituye el marcador mds fiable para identificar y cuantificar al LB (34).

Otro antigeno comtnmente utilizado para fenotipar al LB es e} CD20, ya que
S¢ encuentra en cantidades mds altas que el CD19 en Ia superficie celular. No
obstante, este antigeno aparece mds tarde en la diferenciacidn celular, y ademds
también puede expresarse en cantidades mds bajas en una subpoblacién de linfocitos

T (34).

Tras ser activados por el antigeno, se transforman en células plasmdticas, que
son las que van a secretar los anticuerpos especificos frente a los distintos antigenos.
Son pues los responsables de la inmunidad humoral. También pueden actuar como

APC a los linfocitos T (1,34).

1.2.3 Antigenos expresados en las células NK:

Las células NK expresan los antigenos de diferenciacién CD16 y CD56, pero
o expresan CD3. En células NK en reposo, el CD16 es expresado en niveles mucho

mds altos que el CD36, por lo que constituye uno de los marcadores de eleccion para
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identificar y cuantificar a dichas células; no obstante, hay que tener en cuenta que
aproximadamente un 10% de NK de sangre periférica pueden no expresar el CD16.
El fenotipo de la poblacién NK serd pues CD3-CD16+ y/o CD56+. Son
responsables de mediar citotoxicidad contra algunas células infectadas por virus o
contra células tumorales. A diferencia del LTc, los linfocitos NK son capaces de
reconocer y matar tanto a las células tumorales autélogas como a las alogénicas, sin
necesidad del reconocimiento de moléculas MHC en la superficie de la célula diana;
su capacidad citotdxica no estd pues restringidas por el MHC (35). No obstante, su
papel fundamental es probablemente en la defensa contra la infeccidn viral. A causa
de que no requieren una exposicion previa al antigeno para responder (carecen de
memoria inmunoldgica), pueden proporcionar la defensa inicial contra los virus,
durante el periodo de latencia que tiene lugar antes del desarrolio de anticuerpos y de
los LTc especificos contra el antigeno. Representan un 10-15% del total de linfocitos

de sangre periférica (5).

Ademds de su actividad NK, dichas células median también la citotoxicidad
dependiente de anticuerpo (ADCC), mecanismo a través del cual una célula efectora
citotoxica puede matar a una célula diana recubierta en su superficie por anticuerpos.
La unién con el anticuerpo fijado a la célula diana y la consiguiente transduccién de
sefiales, tiene lugar a través del antigeno CD16. Esta glicbprotefna €S un receptor para
el fragmento Fc de las inmunoglobulinas, especialmente de la IgG1 e IgG3, y estd
presente en las células NK y en una pequeiia subpoblacién de LT que también
expresan el CD16 y que por tanto median igualmente ADCC; dicho marcador también

puede ser expresado en neutréfilos y en monocitos activados. La ADCC proporciona
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a las células NK un mecanismo para, usando la especificidad de los anticuerpos por

el antigeno, poder dirigir su actividad citotéxica (35).

Tras su activacidn, son también capaces de secretar determinadas citocinas,
como Ia IL-2 o el INF-vy, pudiendo de esta forma ejercer un efecto modulador en el

crecimiento, proliferacién y activacién policlonal de otros leucocitos 5).

Otros antigenos que pueden expresar las NK son poco especificos de las
mismas, ya que se hallan también presentes en otras lineas celulares. Es el caso del
CD2, CD7, CD8, CDI1lb o CD57. Concretamente el CD8 se expresa en
aproximadamente un tercio de las células NK, pero con menor intensidad que en los

LT citotéxicos/supresores (5,35).

1.2.4 Antigenos expresados en las células mieloides:

Al contrario de lo que ocurre con los linfocitos, donde los antigenos de
superficie se han usado para definir un ndmero de subpoblaciones funcionalmente
distintas, los monocitos maduros y los granulocitos son mds homogéneos. Los niveles
de la mayorfa de los antigenos de membrana detectados en las células mieloides,
indican su estadio de diferenciacién, mds que delinear poblaciones funcionalmente
distintas. Asi, las células progenitoras mieloides expresan inicialmente CD34, una
glicoproteina considerada como un marcador de todas las células madre
hematopoyéticas, y CD33, una glicoprotefna que se expresa cominmente en las

leucemias mieloides agudas (36). La maduracién en la linea monocitica tiene lugar
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con la pérdida del CD34 y la adquisicién del CD11b (receptor para el complemento
de tipo 3) y del CDI4. La pérdida de CD34 y CD33 también acompana la
diferenciacién a neutréfilos maduros, con la ganancia del CD1 1b, y de otros antigenos

como el CD15 y el CD16-I durante los tltimos estadios de desarrollo (36).

1.2.5 Antigenos expresados en leucocitos activados:

!

Los leucocitos, y de un modo especial los LT, sufr¢n cambios sustanciales en
la expresion de los antigenos de membrana, tras la estimulacién inmune. Este proceso
Se acompafia de una regulacion a la baja o a la alta de ciertos antigenos preexistentes,
asf como de la expresién de novo de otras estructuras. Antigenos preexistentes como
el CD38 (una antigeno de funcién desconocida, también expresado en timocitos,
células NK y c€lulas plasmadticas), aumentan su expresion después de la estimulacién
(37). También aparecen otros antigenos que habitualmente estdn ausentes o presentes
en bajas cantidades en los LT en reposo; asi, en las dos primeras horas tras la
activacion de la célula T, aparece el CD69, seguido varias horas mds tarde de la
aparicion de HLA-DR, CD25 (subunidad pSS del receptor de baja afinidad de la
interleucina-2) y CD71 (receptor para la transferrina) (37). Las diferentes isoformas
del antigeno CD45, una fosfatasa de membrana, permite discriminar células T "naive”
(o virgenes; aquellas que no han tenido contacto previo con 'el antigeno), de células
T de memoria; asi la isoforma CD45RA (220 Kd) se expresa preferentemente en las
células T "naive", mientras que tras la activacién, hay conversién hacia otra isoforma,

el CD45RO (180 Kd), que es la que persiste en las células de memoria 37).
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1.3.- CITOCINAS. FUNCION EN LA RESPUESTA INMUNE,

Todas estas células, aparte de realizar sus funciones por contacto directo
célula-célula, a través de sus receptores especificos, secretan diversos factores
solubles, denominados citocinas. Constituyen un grupo de mediadores peptidicos que
actian como sefiales intercelulares "regulando” las respuestas inmunolégica,
inflamatoria o reparadora del huésped frente a una noxa de cualquier tipo. Son pues
inmunomoduladores (1). Muchas de estas glicoproteinas "hormone-like" son
secretadas en el curso de respuestas inmunoldgicas e inflamatorias. Las producidas
por los linfocitos son llamadas linfocinas, mientras que las producidas por los
monocitos-macréfagos son llamadas monocinas (38). Se diferencian de las
inmunoglobulinas en la falta de especificidad por los antigenos Yy €n que son operantes
a concentraciones mucho mds bajas (niveles de picogramos), similares al rango de
actuacion de las hormonas endocrinas. Pero se diferencian de éstas en que por regla
general actdan localmente, de manera paracrina (en células vecinas dentro de un
tejido; asf es como actiian también los neurotransmisores) o autocrina (directamente’
sobre las propias células productoras), méds que de un modo endocrino en células
diana a distancia. Se diferencian de los neufotransmisores €n que no estdn
previamente preformados esperando ser liberados, sino que son sintetizados "de novo"
tras la estimulacién. Se trata de pép‘tidos 0 glicopéptidos, cuyo Pm oscila entre 10.000
y 200.000 daltons, y cuya accién es gjercida a través de la unién a receptores
celulares de superficie de alta afinidad. Las células normales en reposo y la mayoria

de las lineas celulares deben ser por tanto previamente estimuladas (activadas) para
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producirlas (38). Son muchas las citocinas secretadas por las células activadas y es
dificil aislar unas de otras, as{ como delimitar claramente sus funciones, sobre todo
teniendo en cuenta que citocinas con actividades bioldgicas distintas per se, pueden
tener efectos similares al poner en marcha la produccién de una cascada o red de
citocinas idénticas, que a su vez pueden activar a otras citocinas, Y asi sucesivamente,
formando un complejo entramado dificil de interpretar (1 ,38). Podriamos subdividirlas

en varios grupos: Factores de Crecimiento.- son segregados sobre todo por células no

inmunes, normales o neopldsicas, procedentes de muchos tejidos, aunque algunos de
ellos también pueden ser segregados por los macrofagos; Factores Estimulantes de
zactores Estimulantes de

Colonias granulociticas (G-CSF). monociticas (M-CSF) v mielomonociticas (GM-

CSF).- actiian sobre médula Osea, favoreciendo la produccion por parte de ésta, de

células del Sistema Mieloide; Factor de necrosis tumoral alfa y beta (TNF-a y B).-

es el responsable de la mayor parte de la actividad tumoricida de los monocitos
humanos; posee muchos efectos €n comtin con la IL-1, tanto sobre los leucocitos

como sobre otros tejidos del Organismo); Interferones alfa. beta Yy gamma (INF-«,

'Y_¥).- presentan actividad anti-virica, anti-tumoral e inmunomoduladora) e

Interleucinas (de la IL-1 a Ia IL-17) (38).

El papel de las citocinas en la respuesta inmunitaria se conoce sobradamente
desde hace tiempo (39). Asi, citocinas como la IL-1B o el TNF-a, juegan un
importante papel en la regulacién de las funciones del monocito, la célula B y la
célula T (40) y entre otras funciones, constituyen mediadores importantes en la

inflamacidn, compartiendo multitud de efectos (41-43).
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1.3.1 INTERLEUCINA-1

1.3.1.1 ESTRUCTURA: La IL-1 (tanto humana como murina), existe en dos

formas funcionalmente activas: IL-1a e IL-1B, codificadas por dos genes separados
situados en el cromosoma 2 y sintetizadas como precursores de 30 Kd que,
posteriormente, se fragmentan para dar las moléculas activas con Pm de 17 y 18 Kd;
ambas tienen una homologia en su secuencia del 45% (44-46). La actividad IL-]
puede detectarse en lisados celulares (en su forma intracelular), en células fijadas (en
su forma de unién a la membrana; solo la forma IL-1« se cncuentra en la membrana,
anclada como forma glicosilada fijada a las lecitinas y con un Pm de 23 Kd) y
también en fluidos corporales y sobrenadantes (en su forma secretada), aunque a

concentraciones muy bajas (47-49).

Al contrario que otras citocinas, la IL-1 puede almacenarse; es decir, puede
haber induccién intracelular ¥ no secrecion. Las formas intracelulares son bdsicamente
las precursoras de 30 Kd Yy para la secrecién (no para la sintesis) se requiere de la
presencia de proteincinasa C (PKC). La forma prolL-1§ es inactiva y al salir de la

c€lula, libera la IL-1PB activa de 17 Kd (48,49).

1.3.1.2 CELULAS SECRETORAS: Muchos tipos celulares, normales y

transformados, son ca aces de producir la IL-1 "ip vitro": los monocito/macréfagos
p 5 g

{(monocitos circulantes, alveolares, peritoneales, esplénicos, placentarios, células de
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Kupffer, microglia), queratinocitos, células mesangiales del rifion, células de] epitelio
corneal, linfocitos T, linfocitos B, NK, astrocitos, células endoteliales, células de
Langerhans, células dendriticas, fibroblastos, neutréfilos y células musculares lisas
(50). De todas ellas, las células del sistema monocito/macréfago (SMM) (secretan
predominantemente IL-1 B) (51) y los queratinocitos (52) son los mayores productores

"in vivo".

1.3.1.3 INDUCTORES:

- algunas células y lineas celulares son capaces de producir constitutivamente
bajos niveles de IL-1, en ausencia de cualquier estfmulo. Tal es el caso de los

queratinocitos y las células epidérmicas timicas por ejemplo (53).

- la mayor parte de células normales necesitan ser previamente estimuladas por
distintos agentes para producir IL-1. Asf por gjemplo, los monocitos no la producen

constitutivamente, sino a través de diversos estimulos:

... Externos: como pueden ser productos microbianos como el lipopolisacdrido
bacteriano (LPS) u otras endotoxinas, exotoxinas, hemaglutininas viricas, radiaciones
ultravioleta, cristales de urato o de silice (50,54).

... Endégenos: como el factor 5 del Complemento (C5a), neuromediadores,
TNF-a (55), factdor de transformacién del crecimiento (TGF-B) (56), IL-2 57 e

incluso Ia propia IL-1 (efecto autocrino) (58).

21

j i i ! t. 1996
Tesis doctorales de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacan



Efectos in vitro de anapsos(polypodium leucotomos) sobre fenotipo celular... Jose Miguel Sempere Ortells.

.. Los linfocitos T también pueden inducir la produccién de IL-1 por los
macrofagos, durante el contacto celular que se da en la presentacién antigénica
restringida por el MHC (57).

. Puede también producirse fisioldgicamente en algunos tejidos normales,
como en el liquido amnidtico (59) y en la orina (60), piel (61), cerebro en desarrollo

(62) e incluso en el cerebro adulto (63).

1.3.1.4 ACCIONES BIOLOGICAS SOBRE EL SISTEMA INMUNE.,

Aunque actiia bdsicamente a nivel local, en el sitio de produccién, también
puede actuar de forma autocrina o incluso endocrina. Es una de las citocinas mds

pleiotrdpicas (64).

1.3.1.4.1 Sobre los linfocitos T cooperadores (TH): Parece ser que actuia
mds sobre aquellos que presentan ARNm para IL-4 (son los que presentan mds
receptores para la IL-1) que sobre los que son capaces de segregar IL-2 (TH1) (65).
Su forma de actuar sobre los LT consisten en aumentar la produccién de linfocinas
y Teceptores para dichas linfocinas, como es el caso de IL-2 e IL-2R, y de este modo
inducir la proliferacién linfocitaria; no induce por si misma la proliferacidn, sino que
lo hace en sinergia con linfocinas y otras senales, tales como mitdgenos o antigenos.
Es en realidad la IL-2 secretada por los LT quien induce la sintesis de ADN y la

divisién de la células T, al unirse a su receptor (57,66).
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1.3.1.4.2 Sobre los linfocitos T citotéxicos: Probablemente su accion sobre
los LTc, mds que directa, es producto de la activacién previa de los linfocitos TH.

El caso es que también induce la proliferacién a través de la IL-2 (50).

1.3.1.4.3 Sobre los LT supresores (LTs): Hay menos estudios pero podria

actuar sobre los LTs antagonizando su desarrollo (50).

1.3.1.4.4 Sobre los linfocitos B:

- Tanto individualmente como en sinergia con otras citocinas producidas por

LT, tales como IL-2, IL-4, IL-5 e IL-6, aumenta la secrecidn de anticuerpos (67).

- Aumenta la maduracién de los LB; aumenta la expresion de IgS (se sintetizan

las cadenas ligeras) (67).

- Aumenta la proliferacién (68).

1.3.1.4.5 Sobre células NK: Los linfocitos grandes granulares (LGL)
aumentan moderadamente su actividad NK en presencia de IL-1 , probablemente como

respuesta a un efecto indirecto de cascada (5)

1.3.1.4.6 Sobre los monocitos/macréfagos: Aumenta la capacidad de las APC

para activar las respuestas inmunes dependientes de la células T (69,70).
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1.3.1.5 DIANAS Y ACCIONES GENERALES.

1.3.1.5.1 Estimula la secrecién de citocinas y otros mediadores al actuar

sobre diferentes tipos de células:

* Sobre linfocitos: TGF-p (56), IL-2 (57), IL-3 (71), IL-4 (65), IL-6 (71).
* Sobre células endoteliales y del misculo liso vascular (72,73):

- "IL-1, IL-6, IL-8, prostaglandina E2 (PGE2), factor de activacion

plaquetaria (PAF), GM-CSF.

- Aumenta la adhesién, aumentando la expresién de la molécula de

adhesidn intercelular 1 (ICAM-1).
- Actia como mitogénica y angiogénica.

- Actividad procoagulante".

* Sobre monocitos/ macrofagos:

- PAF (74), GM-CSF, PGE2, IL-6, IL-1, IL-8 (75).

- Aumenta su funcién citocida (75).
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* Sobre neutréfilos (72,75):

- "Aumenta ia adhesion, fagocitosis, y la ADCC.

- Causa degranulacién y liberacién de enzimas".

* Sobre condrocitos:

- IL-6, PGE2 (71).

- Aumenta el turnover del cartflago (71).

* Sobre fibroblastos (71,72,75):

- "IL-6, IL-8, TNF-B, M, G, GM)-CSF, PGE2, productos de
degradacién del fibrinégeno (PDGF), IL-1.

- Aumenta la colagenasa.

- Actda como mitégeno”,
1.3.1.5.2 Actividad antitumoral: (89,90)
- Accifn citostdtica directa en algunos casos (64,75).

- En otros casos actia junto a IL-2 o INF-y, aumentando la actividad NK y

la de células asesinas activadas por linfocinas (LAK o lymphokine activated killer).

Junto al TNF, potencian la ADCC inducida por la IL-2 S).
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- Muchas lineas tumorales son sin embargo insensibles a la IL-1 e incluso

algunas de ellas aumentan su crecimiento (75,76).

1.3.1.5.3 Interaccién con el Sistema Nervioso: A nivel del sistema nervioso
periférico (SNP), activa los nervios simpdticos (bazo, pulmén, rifdn, suprarrenales)
y via PGE2 aumenta los reflejos dolorosos. También acttia sobre el sistema nervios
central (SNC), donde puede llegar vehiculada en la sangre o bien producirse

localmente (77,78) y su accidn se manifiesta en:
- Fiebre: "Importante en los mecanismos de defensa frente a infecciones:
.. Porque inhibe la multiplicacién de MiCTorganismos.

Una temperatura mayor de 38’5 °C, aumenta la capacidad
microbicida de PMN, aumenta Ia actividad antiviral del INF , aumenta la proliferacién
linfocitaria, aumenta la respuesta frente a antigenos timodependientes, la accidn de los
LTc y la activacién de la via alterna del complemento. La actividad de los macréfagos
no se modifica por temperaturas elevadas” (79).

- Suerio: IL-1 induce la fase lenta del sueno (80).

- Nutricién: IL-1 estd implicado en la anorexia (79,81,82).

- Regulacién:
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...Actlia sobre hipotdlamo aumentando el factor de liberacién de la
corticotropina (CRF), que actia sobre la hip6fisis aumentando la hormona
adrenocorticotropa (ACTH), que a su vez aumentar4 los niveles de corticoides, los

cuales frenardn la secrecién de IL-1 por los macréfagos (feed back negativo) (83-85).

..Aumenta la somatotropa u hormona del crecimiento (STH), la
hormona gonadotropa luteoestimulante (LH) y la tirotropa u hormona tirostimulante

(TSH) (86).

-Aumenta el factor de crecimiento nervioso (NGF) que actida sobre
las neuronas induciendo un aumento de la sustancia P que a su vez incrementa la
produccién de IL-1 por los macrofagos (regulacién positiva) (87).

1.3.1.5.4 Hematopoyesis
- Prolonga la supervivencia de las células madre hematopoyéticas y aumenta
su proliferacién. De ahi que los animales tratados con IL-1 sobreviven a dosis letales

de irradiacién (75).

- Aumenta la mielopoyesis por induccién de G-CSF, GM-CSF, IL-3 e IL-S,

Y @ su vez muchos de estos factores inducen Ia produccion IL-1 (potenciacién) (88).
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- Inhibe la eritropoyesis y la linfopoyesis B, probablemente por neutralizar la

accion de la IL-7 (38).

1.3.1.5.5 Inflamacién: La IL-] junto con otras citocinas (muchas de ellas
estimuladas por la IL-1: IL-6, IL-8, TNF e INF-v) aumenta la inflamacién articular

(89), lo cual se traduce en:

- "proliferacién de fibroblastos, con produccién de coldgeno.

- In vitro induce la resorcién del hueso por activacién de los osteoclastos.

- Induce la secrecién de colagenasa por las células sinoviales.

- Induce la secrecién de proteasas y proteoglicanasas por los condrocitos"
(71,75,90).

- Participa en la inflamacién aguda y cronica:

...La inyeccién de IL-1 induce respuestas inflamatorias agudas locales
que comienzan a la hora y pican a las 3-4 horas. Inicialmente los neutréfilos se
adhieren a las células endoteliales (que han aumentado la expresion de moléculas de
adhesidn, como el ICAM-1) y se marginan a lo largo de la pared de los vasos. Esto

es seguido de una infiltracién por neutrdfilos, y de edema (91,92).

..En contra, la liberacién lenta de IL-1 de discos de acetato
implantados subcutdneamente, resulta en una reaccion DTH con formacién de
granuloma con infiltracién mononuclear predominante, fibrosis y formacién de nuevos

vasos sanguineos (91,92).
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1.3.1.5.6 Otras acciones:

- En Hepatocitos: Induce reactantes de fase aguda que aumentan la
inflamacién; decrece el citocromo P450; aumenta el componente 3 del complemento

(C3); aumenta el cobre plasmdtico y disminuye el hierro y zin¢ plasmiticos (75 ,93).
- Células beta pancredticas: Aumenta la secrecién de insulina (75).

1.3.1.6 INHIBIDORES.

- Corticoides: Impiden la produccion (94). Sin embargo, tiene la capacidad
de aumentar la‘expresién del receptor para la IL-1 (IL-1R) en LB humanos. Ello
sugiere que la IL-1 puede participar en la capacidad referida de los esteroides para
actuar como activadores policlonales de los LB "in vitro" e "in vivo" (68). EI
paraddjico aumento de expresion de IL-1R en LB por drogas que son
INMunosupresoras, puede servir para suprimir la inflamacién, divergiendo la respuesta
inmune humoral de la inmunidad celular. Asi, los esteroides parecen favorecer la
inmunidad humoral a expensas de la inmunidad celular, disminuyendo con ello Ia

inflamacién (95-97).

- Alfa-melatohormona («-MSH) (95).
- Ciclosporina A (95).

- PGE2 (95,98).
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- Dieta rica en dcidos grasos Omega-3 poliinsaturados (99).

- IL-4, IL-10 (100), IL-13, TGF-B (citocinas antiinflamatorias) (101).

- IL-1R antagonista (IL-1Ra): secretada también por macréfagos, células
epiteliales y queratinocitos. Compite con la IL-1 para unirse al receptor; ha de haber
mayor concentracién de IL-1Ra que de IL-1 para notar una reduccién significativa de

la actividad de esta dltima (102).

1.3.1.7 RECEPTORES.

Son dominios de la superfamilia de las inmunoglobulinas (103). Los mismos
receptores se unen a IL-le, IL-1B, y ProlL-le, pero no a ProlL-1B. Tras la unién
el complejo se internaliza (104). Hay dos clonados (105):

- Tipo I: En linfocitos T, fibroblastos, células del mdsculo liso y endoteliales.

- Tipo II: En monocitos, LB, LT activados, placenta y neutréfilos.

Los receptores cerebrales y de 6rganos endocrinos son de tipo I. La IL-18 se

fija con mayor afinidad y selectividad al tipo II (105). Las sefiales intracelulares tras

la unién IL-1/receptor, son multiples (activacion de la PKC, elevacion del adenosin

monofosfato ciclico intracelular o AMPc) (106-108).
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1.3.2 FACTOR DE NECROSIS TUMORAL
1.3.2.1 ESTRUCTURA:

- TNF-« (cachectina) y TNF-p (linfotoxina) son miembros de una familia de

genes muy proximos (6000 pares de bases), situados en el MHC (109,110).

- Presentan una serie de funciones comunes "in vitro® y s€ unen a los mismos

receptores, por lo que tienen las mismas actividades bioldgicas (109).
- En cambio, su homologia es muy limitada (34%) (110).
- Ambos son glicoprotefnas y su origen celular es diferente (110).

- El ARNm del TNF-« es en ocasiones detectable en condiciones basales, sin
estimulacién, y su transcripcién aumenta tras la activacion, con una vida media corta
de aproximadamente 30 minutos (111). En cambio, el ARNm del TNF-B tiene una
transcripcion basal indetectable, que aumenta tras la estimulacion inespecifica, aunque
no tanto como la del ARNm del TNF-«; su vida media es mds alta (aproximadamente
5.5 horas). Estos datos indican las diferencias en la regulacién molecular de estos
genes, que se manifiestan en la misma célula y en las mismas condiciones de

activacion (112,113).
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1.3.2.2 CELULAS SECRETORAS:

- El TNF-B solo se produce por los linfocitos T (114).

- EI TNF-« se produce por numerosas fuentes celulares: monocitos/macréfagos
(115), neutrdfilos (116), linfocitos B (117), linfocitos T (TH1-like) (118), células NK
(LAK) (5,119), timocitos, queratinocitos, células mesangiales, trofoblastos, células
del musculo liso, fibroblastos (120), astrocitos, células epiteliales, mastocitos, células
de la microglia, células endoteliales, células de Langerhans y células granulosas del

ovario (121,122).

1.3.2.3 INDUCTORES:

- La mayorfa de los inductores de IL-1 también lo son de TNF-« y, si son
activadores de los LT, también inducen TNF-B, aunque este iltimo es m4s lento en

su secrecion (75).

- Citocinas y mediadores: IL-3 (para los mastocitos) (140), IL-1 (75), IL-2
(118), TNF (efecto autocrino), GM-CSF (124), ACTH (125), leucotrieno B4 (LTB4),

PAF, e INF-y junto con LPS (126,127).

- Productos microbianos: bacterias (LPS) (128), parésitos, hongos,

micoplasmas, virus (129-131).
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- Estimulos inmunolégicos: tumores (120), GvH (132), rechazos (133), anti-

CD3 (134), fragmentos de fibronectina (135).

- Otros: ejercicio, particulas de latex, zimosdn, mitgenos, IgA polimérica

(136), ésteres de forbol (PMA), ionéforos del Ca+ + (137).

- Puede producirse fisiolégicamente durante el ciclo menstrual y la gestacion,

y también en la leche humana ( 138).

"In vivo" se encuentra en plasma o liquido cefaloraquideo (LCR) durante las
infecciones; por ejemplo, en las meningitis hay una buena correlacién entre las tasas
de LPS y TNF-« en el LCR (139), y en las septicemias entre los niveles plasmdticos

de TNF-«, la gravedad del proceso y las posibilidades de supervivencia (140).

1.3.2.4 ACCIONES BIOLOGICAS SOBRE EL SISTEMA INMUNE:

Los miiltiples efectos de los dos mediadores inflamatorios de més amplio
espectro, la IL-1 y el TNF, pueden revisarse conjuntamente. Aunque sus receptores
especificos de alta afinidad han sido detectados en virtualmente todas las células
nucleadas, y son estructuralmente distintos, las dos citocinas comparten -un alto grado
de solapamiento en sus actividades inmunolégicas y no inmunoldgicas, "in vitro".

Aunque sus efectos "in vivo" también muestran muchas similitudes, el TNF exhibe
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mayores efectos téxicos, de oclusién vascular y anti-tumoral, mientras que la IL-1 es

m4s protectora contra la radiacién letal y provoca mds turnover 6seo (75).

* Linfocitos T:

- Es un factor de activacién de LT y timocitos, actuando como

comitégeno e induciendo la expresién de citocinas e IL-2R (141-143).

* Linfocitos B:

- puede coparticipar en la proliferacién de los linfocitos activados,
Pero no en reposo.
- aumenta la produccién de anticuerpos.

- aumenta la expresion de IgS (144,145).

* monocitos/macréfagos :

- €s un activador de los mismos; induce la produccién de PGE2, IL-1,
IL-6, IL-8, GM-CSF, lisozima y del propio TNF.

- aumenta la capacidad citocida y microbicida de éstos.

- al contrario que la IL-1, es quimioatractante (55,106).
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1.3.2.5 ACCIONES GENERALES:

1.3.2.5.1 Estimula la secrecion de citocinas v otros mediadores, al actuar

sobre diferentes tipos de células:

Los efectos "in vitro" del TNF sobre los neutrofilos, células endoteliales y del
musculo liso vascular, monocitos, condrocitos y fibroblastos son similares a los de la
IL-1 y en algunos casos (neutréfilos, monocitos y células endoteliales) mas potentes.
Ademds el TNF es quimioatractante para neutréfilos y monocitos, y no la IL-1, y
favorece una mayor adhesién de los neutrofilos a los vasos por una mayor expresién

de integrinas (en sinergia con el INF-v) (146-148).

1.3.2.5.2 Actividad anti-tumoral

Actividad tumoricida por mecanismos necrosantes o de apoptosis, mayor a la
observada con IL-1 ( 106). Dicha accién es incrementada por la IL-] y el INF-y, por

efecto directo (149), o por estimulacién de las células NK o LAK (150).

No obstante, su utilizacién con fines profildcticos en el cdncer ests siendo
decepcionante y con numerosos efectos secundarios, ¥ya sea solo o asociado a IL-2 o

LAK (151).
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1.3.2.5.3 _Interaccién con el Sistema Nervioso

Similar a la IL-], pero al contrario que ésta, no es capaz de inducir la

produccién de CRF en hipotdlamo, ni por tanto de esteroides. Si induce Ia produccidén

de PGE2 y de IL-1 (55,122).

1.3.2.5.4 Sobre Ia hematopovesis

- In vitro: inhibe la eritropoyesis y la mielopoyesis (152).

- In vivo: favorece la reconstitucién hematopoyética tras Ia quimioterapia o
radioterapia, aunque menos que la IL-1 (efecto sinergfstico mayor que el de cada una

por separado), y ello debido a fenémenos indirectos via produccién de CSF (153).

1.3.2.5.5 Sobre Ia inflamacién

Es responsable de la induccidn de un gran ndmero de mediadores; en este

sentido tiene numerosas acciones comunes con la IL-1 (ya descritas) y con frecuencia

tienen accién sinérgica (154-156).

A nivel sistémico induce coagulacion intravascular diseminada (CID) (157),
hiperpermeabilidad vascular (origen de edema pulmonar) e inhibe la angiogénesis in

vitro (158); in vivo esto se confirma para dosis altas, mientras que las bajas la
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favorecen. La sobreproduccién induce fiebre, hipotensién e hipertrigliceridemia,

$1gnos caracteristicos del shock séptico (159).

1.3.2.5.6 Caquexia

- acompaiiando a las infecciones crénicas de origen viral y parasitario, as{

como a los procesos malignos (151).

- actda sobre los adipocitos, inhibiendo al Enzima lipoprotein-lipasa y

aumentando de este modo la lipolisis, mds intensamente que la IL-1 (151).

1.3.2.5.7 Sobre la resistencia a las infecciones

T aumenta la respuesta "in vitro" frente a antigenos timo dependientes e

independientes. La adicién de TNF-« aumenta la actividad citotdxica de macréfagos

y PMN frente a bacterias Y pardsitos (147,148).

- "In vivo" aumenta Ia supervivencia de ratones con distintas infecciones (151).

- Potencia la citotoxicidad de los eosindfilos (160).

- Su efecto antivirico parece mediado por la induccién de INF-y (151).
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1.3.2.5.8 Otras acciones

- mismos efectos sobre los hepatocitos que 1a IL-1 (161)

- 10 modula los niveles de insulina al contrario que la IL-1 (162)

1.3.2.6 INHIBIDORES

e A AV B) )

- el receptor soluble para el TNF: es un inhibidor fisiolégico que se ha

identificado en plasma, orina y sobrenadantes celulares (163,164).

- esteroides y otros fdrmacos como 1a serotonina, histamina, adrenalina,

quinolonas, pentoxifilina, cloroquina, talidomida (165).

- Catepsina G, elastasa leucocitaria y otros enzimas producidos por los PMN

activados, son Capaces de degradarlo ( 151).

- IL-4 inhibe la sintesis por los monocitos activados, pero no sobre los

linfocitos activados (166).

- TGF-B (101), IL-10 (167).
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1.3.2.7 RECEPTORES:

- se han clonado dos receptores (168), el p55 (tipo 1) y el p75 (tipo II).

- estdn codificados por genes diferentes, en los cromosomas 12 y |

respectivamente (169).

- el p75 actia como mediador de la proliferacion celular y €l p55 estd

implicado en los fenémenos de muerte celular (168).
- ambos receptores fijan a ambos TNF (168,169).

- el tipo I se encuentra en Ia superficie de los LB y LT, mientras que el tipo
II estd en los monocitos, aunque la mayoria de las células €Xpresan los dos receptores.

Se han desztrado formas solubles de los dos tipos de receptores (163,164,168).
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1.3.3 INTERLEUCINA-2

1.3.3.1 ESTRUCTURA

La IL-2 es un péptido de peso molecular 15400 daltons, constituido por 133
aminodcidos y una unién disulfuro interna esencial. Ejerce numerosos efectos
inmunoldgicos, estimulando la proliferacién y la produccién de linfocinas por las
células T, células B y células NK. La presencia de cantidades variables de
carbohidratos, resulta en formas de IL-2 de mayor peso molecular; no obstante, estos

carbohidratos no son necesarios para la actividad de la molécula (170-172).

Estudios moleculares con el ADN complementario clonado de varias fuentes
humanas y otras especies, indican que hay un solo gen para la IL-2, localizado en ¢]
cromosoma 4. Hay poca o ninguna homologia entre la secuencia de dicha citocina y

la de otros factores de crecimiento (171,172).

Tras la activacién de las células T, la transcripcién y la traduccién de novo
preceden a la secrecion de la citocina. En linfocitos humanos normales estimulados
con fitohemaglutinina (PHA), el ARNm de la IL-2 se acumula a las 4 horas, alcanza
un mdximo a las 12 horas y después decae répidamente. La €xpresion mdxima de la
proteina se da a las 24-48 horas postactivacion, y va disminuyendo paulatinamente

para casi no detectarse a partir de los 3 dfas ( 173).

40

j i i ! t. 1996
Tesis doctorales de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacan



Efectos in vitro de anapsos(polypodium leucotomos) sobre fenotipo celular... Jose Miguel Sempere Ortells.

1.3.3.2 CELULAS SECRETORAS

Células T frescas aisladas, en I€poso, no expresan ARNm de IL-2, ni
contienen proteina IL-2. La produccién de IL-2 por linfocitos T normales, requiere
que las células se activen previamente por antigenos o por activadores policlonales de
células T (174). Otras vias de activacién de linfocitos T'y timocitos, como es la unién
del ligando al receptor de superficie CD2, también estimula la produccién de IL-2
(175,176). Estudios de subpoblaciones aisladas de linfocitos y timocitos, muestran que
la produccién de IL-2 en células activadas por el antigeno se d4 sobre todo en las
c€lulas T cooperadoras CD4 + (24). Sin embargo, mitégenos policlonales potentes y
aloantigenos MHC de clase I, pueden estimular a los linfocitos T CD8+ a que
produzcan IL-2 (26). Ademds, una subpoblacién de LGL que comparten con el
linfocito T los receptores de membrana CD2 y CD6 y a los que se refiere como
c€lulas NK, pueden ser inducidas por lectinas como la PHA o por factores

estimulantes de colonias o INF-vy, para producir IL-2 (177).

1.3.3.3 INDUCTOQORES

Para la induccién y secrecién de la I1-2 s€ necesita la activacion previa de las
células T con mitégenos o antigenos. Para que la produccién de IL-2 sea mdxima, se

requiere la presentacién previa del antigeno por células accesorias a los linfocitos T

(15-18,24,26).
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1.3.3.4 ACCIONES BIOLOGICAS

El papel principal de la IL-2 es la expansion clonal de las células T maduras,
La induccién de la proliferacién linfocitaria incluye dos pasos. El primer paso es
iniciado por una sefial exdgena, suministrada al linfocito T quiescente por el antigeno
0 el mitdgeno (24,26); ello lleva a una activacién parcial del linfocito T, que resulta
en un incremento del tamario del mismo, en la induccién d¢ la transcripcién de ciertos
genes, y en el paso de la fase G, a la fase G, del ciclo celular. Una segunda sefial,
endégena, es necesaria para inducir progresion del ciclo celular con transicién a Ia
fase S del ciclo y finalmente a la divisién celular; para este segundo paso, se necesita

la unién de la IL-2 a su receptor de alta afinidad ( 178-180).
Aunque su papel en la fisiologia del sistema inmune es muy importante, sus
efectos sobre las células de otros sistemas son marginales y, desde este punto de vista,

es la menos pleiotrépica de las citocinas.

1.3.3.4.1 sobre clones vy lineas de células T dependientes de la I1.-2: la IL-2

favorece sobre todo la expansion de células CD8+ citotéxicas y aumenta su
citotoxicidad; las células T cooperadoras y unas pocas lineas de células supresoras
también crecen en presencia de IL-2. Ademds de la capacidad de estas células
clonadas para liberar ellas mismas la IL-2, cooperan con células adherentes

histocompatibles en presencia del antigeno especifico, para liberar otras linfocinas

(181-182).
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1.3.3.4.2 Sobre los linfocitos B: Al igual que ocurre con las células T

activadas, los linfocitos B activados y determinadas lineas de linfoblastos B
transformados pueden también expresar el receptor de alta afinidad paralall-2,ya
este nivel, dicha citocina puede actuar como factor de proliferacién, asf como inducir
la diferenciacién del linfocito B a célula productora de inmunoglobulinas

(principalmente IgM, aunque también IgG) (183).

1.3.3.4.3 Sobre las células NK: LGL (con actividad NK) frescas aisladas y en

I€p0so, no expresan la cadena alfa del receptor de Ia IL-2 (PS5 o antigeno Tac), pero
si la cadena beta (p75), la cual es necesaria para que células LGL sin estimular
puedan responder a la IL-2. Tras la activacién in vitro con IL-2, las LGL adquieren
el pS5 y el receptor de alta afinidad para la dicha citocina. En este sentido, la IL-2
estimula la proliferacién y aumenta la actividad citotéxica de dichas células,

induciendo en ellas adem4s la produccidn de otras citocinas como el INF-gamma (5).

1.3.3.4.4 Sobre los monocitos/macréfagos: las células mieloides (precursores

macrofdgicos en la médula Ssea y monocitos/macréfagos periféricos), expresan
normalmente el antigeno Tac, aunque con baja densidad; lo habitual es por tanto que
expresen receptores de baja afinidad para la IL-2. Sin embargo, la activacién de los
macréfagos por INF-y o LPS, resulta en un incremento en la expresion de receptores
de alta afinidad para dicha citocina. La adicion posterior de IL-2 a estas células
activadas, resulta en la activacién de los genes Tac, GM-CSF y G-CSF, y también

aumenta la actividad citotéxica y tumoricida de las mismas (184).
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1.3.3.4.5- Sobre la red de citocinas: los linfocitos T activados por la IL-2,

pueden producir otras citocinas como el INF-v, la linfotoxina, IL-4, IL-6, IL-3, IL-5,

GM-CSF y TGF-B (72,185,186).
Funddndose en los efectos mencionados, esta citocina se utiliza como
inmunomodulador en la terapia de determinados tumores, inmunodeficiencias e

infecciones crénicas (186).

1.3.3.5 INHIBIDORES

- corticoides (94)

- ciclosporina A (187)

- IL-4. Los efectos de la IL-2 pueden amplificarse por IL-4 cuando se trata de
la proliferacién de células T, pero ambas citocinas actian antagénicamente cuando se
trata de las células NK vy de los linfocitos B humanos (188,189).

- IL-10 (100)

1.3.3.6 RECEPTORES (IL-2R)

La expresién de los IL-2R es muy especifica de las células implicadas en la
respuesta inmune; todos los linfocitos, sean T o B, expresan el IL-2R en algin
momento de su diferenciacién o activacidn. Ademds, las células NK y las de la linea

monocito/macréfago (incluyendo células de Langerhans y células de Kupffer) poseen
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IL-2R, y también pueden expresarlo las células precursoras hematopoyéticas.
Actualmente se conocen tres tipos de receptores: el de baja afinidad (constituido por
una cadena alfa), el de afinidad intermedia (constituido por una cadena beta y otra
gamma) y el de alta afinidad (constituido por la unién no covalente de los tres tipos

de cadena (190,191).

La cadena alfa (antigeno Tac) se corresponde con el marcador de
diferenciacién CD25; es una glicoproteina de peso molecular 55000 daltons, que
ademds de en la membrana puede detectarse en forma soluble en el plasma, tras Ia
activacion de las células T in vivo. Su papel en la transmisién de sefiales inducidas

por IL-2 es muy escaso (192,193).

La cadena beta pertenece a la familia de receptores de factores
hematopoyéticos. Es una glicoproteina de 75000 daltons de peso molecular, y posee
una region rica en serina que juega un papel fundamental en la transmisién de sefiales

durante la proliferacién (194, 195).

La cadena gamma, identificada en 1992, es una glicoproteina de 64000 daltons
que también pertenece a la familia de receptores de factores hematopoyéticos. Su
€Xpresion es necesaria para la formacién de receptores de afinidad intermedia y de

alta afinidad (191).

El IL-2R de alta afinidad contiene las tres cadenas. La afinidad alta de este

receptor por la IL-2 es consecuencia de su asociacién rdpida y de su disociacion lenta
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a dicha citocina, y es capaz de transmitir todos los efectos biolégicos inducidos por
la IL-2. La expresién tnica de las cadenas alfa no transmite ningidn impulso, lo que
demuestra la necesidad de las cadenas beta y gamma para que exista un receptor
funcional (196). Tras su fijacién al IL-2R de alta afinidad, la IL-2 se interioriza y
degrada en el interior de la célula. Las etapas posteriores de la transduccién, estdn

fundamentalmente asociadas a una actividad tirosin-quinasa (178).
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1.3.4 INTERFERON GAMMA

1.3.4.1 ESTRUCTURA

- Pese a no presentar homologia con los otros dos interferones (« y B), muy
distintos desde el punto de vista estructural, comparte los efectos antiviral y

antiproliferativo (197).

- Su funcién principal es la de mediador del sistema inmunitario, con

profundos efectos inmunomoduladores e inflamatorios (197).

- Esta codificado por un solo gen, y el andlisis en SDS-PAGE da dos bandas
menores de Pm 20 y 25 Kd y otra mayor, de 45 Kd, todas ellas funcionales desde el
punto de vista bioldgico (198).

- Es muy 14bil a pH 2, propiedad usada a menudo para identificarlo (197).

- Tras la induccién, la aparicién del ARNm es muy rdpida (30-60 minutos) y

el nivel mdximo de transcripcién se obtiene entre las 6 y las 18 horas, aunque su

secrecion es mds lenta (198).
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1.3.4.2 CELULAS SECRETORAS

- A diferencia de los otros interferones, que pueden producirse por multiples
células del organismo, la sintesis de INF-y estd limitada a LT activados y a células

NK (199).

- Entre los LT, lo producen tanto los CD4+ como los CD8+ tras la
activacion por aloantigenos o mitégenos, mientras que los antigenos solubles estimulan
preferentemente su produccién por los CD4+, y dentro de ellos por los TH tipo I
(193,194). Los LT de memoria producen mds cantidad y mds rdpidamente INF-y que
las no sensibilizadas; la sintesis depende de la produccién previa de IL-1 por las
células accesorias, € IL-2 por las células T auxiliares, lo que a su vez lleva a la

produccion de INF-y que amplifica la secrecién de IL-1 (200).

- Las c€lulas NK sin embargo, solo requieren una sefial para producir el INF-
¥: un mit6geno, un éster de forbol o una citocina, especialmente la IL-2 y/o la IL-12

(200,201).

- Otras cé€lulas distintas a los leucocitos también pueden segregar INF-y en
cantidades importantes, como es el caso de las células epiteliales de la capa externa
(trofoblasto) del embrién de cerdo, en el momento de su implantacién en la mucosa

uterina (202).
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1.3.4.3 INDUCTORES

Para la induccién y secrecién del INF-y se necesita la activacién con
mitdgenos o antigenos, junto con la produccién simultdnea de IL-1 por las APC, e IL-

2 por los LT (199,200).

1.3.4.4 ACCIONES BIOLOGICAS

Las relaciones entre inmunidad mediada por anticuerpos e inmunidad celular,
y la resistencia o susceptibilidad a ciertas infecciones, pueden explicarse por la accién
de los distintos subtipos de células TH » Que s¢ caracterizan por los diferentes patrones
de produccién de citocinas (185). En el hombre, la mayoria de los LT CD4+ "najve"
obtenidos de donantes sanos, tras la primera activacién solo son capaces de producir
inicialmente IL-2. Tras varios dias de activacion, se transforman en THOQ y pueden
producir simultineamente INF-vy, IL-2, IL-3, IL-4,IL-5, IL-6, IL-9, TNF, GM-CSF,
IL-10 e IL-12 o combinaciones de varias de ellas (203). Sin embargo, tras
exposiciones prolongadas al antigeno y dependiendo del antigeno con el que estas
células hayan sido estimuladas (no estd claro si las THO contienen precursores
comprometidos de THI vy TH2), las THO se convertirdn en TH tipo I secretoras
fundamentalmente de IL-2 e INF-y y que mediardn sobre todo respuestas de
inmunidad celular, 0 en TH tipo II, secretoras fundamentalmente de II.-4 ¢ IL-10y
que mediardn respuestas mediadas por anticuerpos. De este modo las TH] y TH2

representan clones terminalmente diferenciados (185, 188,203).

49

1 j i i ! . 1996
Tesis doctorales de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant.



i ' e Ortells.
Efectos in vitro de anapsos(polypodium leucotomos) sobre fenotipo celular... Jose Miguel Semper

Se ha comprobado que el INF-v, inhibe la proliferacién de TH? (y por tanto
de las citocinas que estos producen) pero no de TH1. Por tanto, la mayoria de células
esplénicas seleccionadas en presencia de INF-y son TH1 Y, ademds, la presencia de
dicha citocina durante la respuesta inmune debe resultar en la expansion preferente

de linfocitos TH1 (204).

Induce un estado antiviral que comparte con otros interferones, ¥ que protege

a las células contra la mayor parte de los virus (197, 199,205).

También ejerce una accién de inhibicién de la proliferacién celular (funcién
compartida con otros INF) y del crecimiento de tumores. Pueden aumentar o inhibir
la diferenciacién celular, dependiendo del tipo de célula y de la dosis de INF

(199,205).

Posée efecto inmunomodulador: actda sobre las células del Sistema Inmune,
estimuldndolas para sintetizar mediadores, moléculas de superficie, etc, desempefiando
con ello un importante papel en las defensas del huésped (205-207). Su efecto es
pleiotrépico, al igual que laIL-1 y el TNF, y del mismo modo que éstas, es también

una citocina de la inflamacién, aunque se segrega mds tardiamente (206-209).

1.3.4.4.1 Sobre los LT vy los LB

Puede actuar aumentando o disminuyendo la inmunidad celular y humoral,

dependiendo de la dosis y del momento de administracién a las células. "In vitro", Ia

50

j i i ! t. 1996
Tesis doctorales de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacan



] [ Ils.
Efectos in vitro de anapsos(polypodium leucotomos) sobre fenotipo celular... Jose Miguel Sempere Orte

adicién de altas dosis de INF-y a las células antes de ponerlas a cultivar, o
simultdneamente, suprime la proliferacién linfocitaria y la produccién de anticuerpos,
mientras que bajas dosis de INF o la adicién tardia a las células en cultivo, aumenta
la proliferacion linfocitaria y la produccién de anticuerpos. Los mecanismos por los
cuales el INF-y puede aumentar la inmunidad celular y humoral son los siguientes

(205-209,210,211):

- aumento de la expresién de MHC tipo I en los LB (211).

- induce selectivamente la produccién de IgG2a e inhibe otros isotipos

(especialmente la IgE) en los LB (211).

- aumenta la expresién de IL-2R en LTH (especialmente TH1), asf como
la secrecién de IL-2. Del mismo modo, aumenta la actividad de los LT
CD8+ citotéxicos, jugando un papel fundamental en Ia activacion de los

linfocitos infiltradores de tumor (TIL) (210).

- aumenta la expresién de moléculas MHC tipo I en las células diana de

los LTe, lo que favorece el reconocimiento (210).

- favorece la produccién de otras citocinas, como la IL-1, TNF e IL-2

por parte de LT y LB (210,211).
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1.3.3.4.2 Sobre las células NK

Aumenta la actividad NK de las LGL, asf como de las LAK. Sin embargo, y

paraddjicamente, el pretratamiento de algunos tumores con INF in vitro, los hizo
menos sensibles a la accién de las NK, lo cual refleja 1a enorme complejidad de

acciones del INF en el Sistema Inmune (201,207-209).

1.3.4.4.3 Sobre los monocitos/macréfagos:

Es un factor activador e inhibidor de 1la migracién de los macrofagos,
‘aumentando sus funciones bactericida Yy tumoricida asf como sus funciones accesorias;
digamos que prepara a los macréfagos para que puedan llevar a cabo las reacciones
de inflamacién crénica o hipersensibilidad retardada, que los hace m4s eficaces en la
eliminacién de tumores y de bacterias y parésitos de crecimiento no solo extra sino

también “intracelular"; todo ello de Ia siguiente manera (212):

- aumenta la expresién de receptores para la porcién Fe de las
inmunoglobulinas, Io que se traduce en un aumento de Ia fagocitosis de
inmunocomplejos ¥ €n una capacidad aumentada de lisar bacterias, pardsitos y células
tumorales revestidas de anticuerpos (ADCC); por tanto aumentan también su

capacidad citotéxica (212).
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- aumenta la expresién de MHC tipo II en la membrana de los macréfagos,
e incluso induce la expresién "de novo". Ello se traduce en un aumento de las
funciones accesorias del macréfago (presentacion antigénica), que le permite activar

LT mds eficazmente (212,213).

- aumenta la expresion de receptores de I1.-2 de alta afinidad en la membrana
del macréfago, lo cual favorecer4 el que estos macrdfagos, si existe IL-2 en el medio,

vean aumentada su capacidad tumoricida (212,213).

- induce la secrecién por parte del macrofago de otras citocinas, como IL-1,
IL-6, TNF, asi como de moléculas del complemento y prostaglandinas; también

aumenta la expresién de moléculas de adhesién (212,213).
- uno de los mecanismos que intervienen en la eliminacién de los gérmenes
intracelulares es la destruccién del triptéfano constitutivo de dichos gérmenes,

mediante la activacién del enzima indolamina 2,3 dioxigenasa (212).

1.3.4.4.4 Sobre los PMN

Actlia de modo similar a como 10 hace en los macréfagos, aumentando la

fagocitosis y la citotoxicidad (209,214).
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1.3.4.4.5 Sobre la red de citocinas:

- ©s antagénico de la IL-4. El tratamiento de monocitos de sangre periférica

con INF-y, inhibe la expresion del receptor de baja afinidad para el fragmento Fc de

la IgE, cuya sintesis se induce por la IL-4 (204).

- en los macréfagos, aumenta la sintesis de IL-1 inducida por LPS (215).

- actda sinérgicamente con la IL-] para inducir la sintesis de TNF-¢ por los

astrocitos (122).

- actua sinérgicamente con el TNF-q en la actividad antivirica frente a algunos

virus (151).
- €s antagénico de la IL-10 (216)

- favorece la produccién de IL-1 ¢ IL-2 por macréfagos, LT y LB (206,215).

1.3.4.5 INHIBIDORES

- corticoides (217)
- ciclosporina A (187)

- IL-4 e IL-10 (100)
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- el humano recién nacido tiene disminuida su capacidad para sintetizar INF-y
(200).

- el receptor soluble (dominio extracelular) del INF-y (218).
1.3.4.6 RECEPTORES

- Se trata de una glicoproteina especifica de especie, de Pm 90 Kd, que tiene
un gran dominio extracelular (228 aminoécidos), uno transmembrana (23 aminodcidos)
Yy un dominio intracelular (221 aminodcidos), y cuyo gen estructural se halla en el
cromosoma 6 (219). Para que el receptor sea funcionante, se requiere la presencia de
al menos dos componentes: la protefna descrita, junto con una proteina accesoria
codificada por un gen del cromosoma 21; esta iiltima protefna es un factor transductor

de senales, que también actiia de modo especifico de especie (218-220).

- el dominio extracelular se est4 probando en forma soluble como antagonista

del INF-y (en lugar de los AcMo) (218).
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1.3.5 INTERLEUCINA 4

1.3.5.1 ESTRUCTURA

- Glicoproteina de 153 aminodcidos, que incluye un péptido sefial de 24

aminodcidos (221).

- Se han aislado tres variantes de 15, 18 y 19 Kd (222).

- Es un monémero compacto de aspecto casi esférico gracias a la presencia de

3 puentes disulfuro Cuya integridad es indispensable para la accidon bioldgica

(221,222).

- Su estructura se compone de 4 grandes hélices alfa, y la sustitucién de la

tirosina 124 por 4cido aspartico genera una antagonista de Ia IL-4 de fuerte afinidad

(223).

1.3.5.2 CELULAS SECRETORAS

- Subpoblaciones de LT cooperadores (THO y TH2) (185 ,188,203).
- Linea mastocitos/baséfilos (224).
- Grupo de células CD8+; la IL-4 serfa en este caso la responsable de las

propiedades supresoras de esta poblacién (225).
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1.3.5.3 INDUCTORES

- Estimulacién inespecifica (mitégenos) y especifica (antigenos, especialmente

alergenos) (226).

- IL-2 (188,189).

- La propia IL-4 (227).

1.3.5.4 ACCIONES BIOLOGICAS

Recordemos que los linfocitos TH tipo 2, se asocian con la produccién de
anticuerpos y con la alergia (226). Las citocinas segregadas por los TH tipo 2 son IL-
3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, TNF-a, GM-CSF (188). Una caracteristica
importante de los TH] y TH2 es su capacidad para inhibirse reciprocamente y esta
inhibicién se manifiesta a nivel de las células efectoras activadas por estas distintas
subpoblaciones como, por gjemplo, la inhibicién por el INF-y de la produccién de
IgE inducida por IL-4 o la inhibicién por IL-4 de la proliferacién linfocitaria inducida
por la IL-2 (203); es mds, los efectos inhibidores se manifiestan a nivel de las propias
subpoblaciones: INF-v inhibe la proliferacién de las TH2, mientras que IL-4 e IL-10
inhiben la produccién de INF-y por las TH1. Se conocen mal los mecanismos que
controlan el desarrollo de las TH] y TH2, pero parece que INF-y e IL-4 juegan un

papel crucial en el desarrollo de las respectivas subpoblaciones; para ello, la IL-4
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puede ser producida por las células de la linea mastocitos/basdfilos, y el INF-y por

las células NK (204).

La respuesta inmune normal se caracteriza por un equilibrio elLre los tipos de
respuesta TH1 y TH2. El predominio de TH] se traducird en fenémends inflamatorios
cronicos (hipersensibilidad retardada), mientras que el de las TH2 se manifestarg

mediante fenémenos alérgicos e hipergammaglobulinemias (185).

La IL.-4 estd dotada de numerosas propiedades bioldgicas, lo que concuerda
con la existencia de receptores especificos sobre practicamente thdos los tipos
celulares. Una gran parte de los efectos bioldgicos de la I1.-4 pueden deberse también

a su potente efecto regulador sobre la produccién de citocinas (227).

1.3.5.4.1 Sobre los LT y_las células NK

- en coestimulacidn con un mitégeno, induce la proliferacién deflos timocitos,

LT maduros y células NK: actia Por tanto como comitégeno (221,227 ,228).

- interviene en la maduracién de los timocitos, induciendo la desaparicién de

las células CD4+CD8+ y la aparicién de CD4 +CD8§- y de CD4-CD8+ (225-229).

- parece capaz de inducir la diferenciacién de las células CD4+ THO
(productoras de IL-2, TL-4 e INF-y) en CD4 + TH2, con aumento en la secrecién de

las citocinas caracterfsticas de estas c€lulas (203,204,229).
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- aumenta la citotoxicidad en LT CD8+ activados, y estimula el desarrollo de

células citotoxicas especificas para células alogénicas o infectadas por virus (230).
1.3.5.4.2- Sobre los LB

- Favorece la linfopoyesis B: estimula la proliferacién de las células pro-B
murinas e inhibe el crecimiento de los progenitores B mds diferenciados (189);
también inhibe la proliferacién espontdnea de las células de la leucemia aguda

linfobldstica del tipo Pre-B (231).

- Activacién de células B en reposo: aumenta el volumen de las mismas,
aunque sin inducir la sfntesis de ADN, y modifica de forma importante la expresién
de antigenos de superficie; aumenta especialmente la expresién de IgM y la del
antigeno CD23 (receptor de baja afinidad para el Fc de la IgE y ligando del CD21).
También aumenta la expresién de los antigenos CD40 y B7/BB1, que representan los

- receptores para dos moléculas expresadas especificamente en los LT (el ligando de
CD40 y el CD28), asf como la expresion de moléculas DR. Légicamente, estos
efectos de IL-4 van a favorecer la interaccién LT/ LB, asi por ejemplo, el aumento de
la IgM y el CD23 permiten una mejor captacién de los antigenos, libres o formando
parte de inmunocomplejos respectivamente; el aumento de B7/BB1 favorecer la union

al CD28 del LT, y el aumento de DR incrementard su capacidad como APC (189).

- Proliferacion de LB activados: induce la proliferacion de los LB

coestimulados o preactivados con anticuerpos anti IgM; actia por tanto como
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comitégeno. Curiosamente, no es capaz de inducir la proliferacién de las células B
estimuladas por células T activadas, e incluso puede bloquear Ia proliferacién de
células B inducida por IL-2; parece ser que en este caso actuaria bloqueando la

expresién de CD25 (189).
- Favorece la transformacién de los LB a plasmocitos; en el ratén los induce
a producir IgG1 e IgE, mientras que en el humano los induce a producir IgG4 e IgE,

y disminuye la produccién de IgG2b e IgG3 (232,233).

1.3.5.4.3 Sobre las células mielomonocitarias

- Estimula la Hematopoyesis, favoreciendo la proliferacion y diferenciacién de

los progenitores granulociticos dependientes de G-CSF (224).

- En combinacién con la IL-3, y la IL-5, juega un papel importante en la
generacién de eosinéfilos y de los baséfilos/mastocitos. Sobre los eosinéfilos maduros,
actia aumentando la expresion de CD23 e inhibiendo la expresion de receptores para
la IgG (234). La administracién conjunta de anticuerpos anti IL-4 e IL-3, se traduce
en la desaparicién de baséfilos Y mastocitos y en una mayor predisposicién a

infecciones por neméatodos (223,235).

- sobre los monocitos/macréfagos:
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que disminuye la ADCC (166).

. inhibe la produccion de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNF, IL-
8, GM-CSF, INF-y) y de PGE2 e iones superdxido, y estimula la produccién de IL-
1Ra, al igual que el resto de citocinas antinflamatorias. También inhibe la adhesién

de los mismos a las células endoteliales (166,236,237).

- Sobre los neutrdfilos estimula la fagocitosis y la actividad metabdlica

respiratoria (236).

1.3.5.5 INHIBIDORES

- Anticuerpos anti IL-4 o receptor soluble (223).

- Citocinas TH1 (204).

1.3.5.6 RECEPTORES

- Es de alta afinidad (87 Kd), y se expresa en escaso nimero (de 100 a 1000)

sobre précticamente todos los tipos celulares (238).
- Presenta homologia significativa con los dominios extracelulares de IL-2, IL-
3, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, G-CSF, CM-CSF, STH y eritropoyetina (superfamilia de

las hemopoyetinas) (238).

- Hay otros dos polipéptidos de 65-70 y 75-80 Kd, que no intervienen en la
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fijacién de la IL-4, pero podrian intervenir en la transduccién de sefiales (238)

- Como muchas otras hormonas peptidicas, IL-4 se internaliza tras fijarse al

receptor y se degrada (238).
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1.3.6 INTERLEUCINA 10

1.3.6.1 ESTRUCTURA

- Se designé inicialmente como CSIF o factor inhibidor de la sintesis de

citocinas producidas por los LTH tipo I (239).

- Se comprob6 mds tarde que realizaba otras dos actividades, que eran la de
coestimular a los timocitos (240) Y @ los mastocitos; con respecto a estos tltimos, su

accion se distingufa de la gjercida por IL-3 e IL-4 (241).
- Glicoproteina de 178 aminogcidos y Pm de 18 Kd (239).

- Una proteina producida por un gen del virus de Epstein-Barr (EBV), el
BCRF1, ha mostrado una fuerte homologia en su estructura con Ia de la IL-10 murina
y humana. Los datos en conjunto sugieren que BCRF1 corresponde a un gen ancestral
de IL-10, que en un momento dado habria sido capturado por el virus. Por eso se ha

llamado a su producto IL-10v (242).

- Especificidad de especie: 1a IL-10 murina no tiene efecto sobre los linfocitos
humanos, pese a presentar ambas una homologfa en su estructura del 73%. Sin
embargo, la IL-10 humana y la IL-10v si son capaces de inhibir la sintesis de

citocinas tanto de los clones TH1 murinos, como de las células mononucleares de
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sangre periférica (PBMNc) humanas (242,243,

1.3.6.2 CELULAS SECRETORAS E INDUCTORES

- En humanos, linfocitos THQ y TH tipo II activados previamente por PMA
y anticuerpos anti-CD3 (243), asf como ciertas lineas linfocitarias B transformadas por
el EBV (244), en algiin linfoma B (240), en ciertas lineas mastocitarias (241) y en
c€lulas del SMM estimuladas por LPS (167,245). Los LB CD5+ son también unos

potentes productores (246).

- En murinos, clones TH2 activados por concanavalina A (ConA) y en algin
clon TH2 sin estimular, as{ como constitutivamente en todos los linfomas B y en

monocitos/macréfagos estimulados por LPS (242,243).

1.3.6.3 ACCIONES BIOLOGICAS

1.3.6.3.1 Propiedades inmunosupresoras "in vitro"

- Inhibicién de la sintesis de citocinas monocito/macréfago dependientes

por PBMNc, NK y clones TH1:

... Inhibicién intensa de 1a produccién de INF-y, GM-CSF, TNF-« y TNF-8
en PBMNc estimuladas con PHA, anti-CD3 0 IL-2. Dicha inhibicién se observa tanto

en clones TH1 murinos como en PBMNc humanas y es ejercida tanto a nivel de la
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proteina como del ARNm (242,243). Ello no se debe a un efecto directo de la IL-10
sobre las células efectoras, sino a la inhibicién de la funcién presentadora de los
mOonocitos/macréfagos (247). Si las células presentadoras son LB esplénicos
purificados en vez de los monocitos, la produccién de las citocinas no se ve afectada
(lo mismo ocurre en lineas B transformadas por el EBV) (243). El fallo no ests a
nivel del procesamiento antigénico, puesto que si los clones THI se estimulan con la
enterotoxina B del Estafilococo Aureo que se comporta como un superantigeno y por
tanto no necesita procesamiento, la inhibicién de las citocinas por la IL-10 se sigue
dando (247). El fallo radica a nivel de la presentacion, y es posible que al menos
parcialmente ello sea debido a la fuerte disminucion de la expresién de MHC clase
IT sobre la superficie de los mMoNocCitos, por accién de la IL-10; esta citocina ademds,
vuelve refractarios a los macrdfagos ala expresién de MHC tipo II inducida por IL-4

e INF-y (248).

.. Se observan resultados similares en NK estimuladas con células accesorias
(monocitos purificados) m4s IL-2, en cuanto a la inhibicién en la sintesis de INF-y
por dichas NK. Sin embargo, la IL-10 no es capaz de inhibir la sintesis de] INF por
células NK estimuladas con IL-2 sin la presencia de monocitos. Por tanto, el modo

de actuar de la IL-10 en este caso serfa el mismo que en el caso de los TH1 (249).

- Inhibicion de Ia proliferacion  inducida por mitégenos
(monocito/macréfago dependiente) de LTHO, TH1 y TH2 en humanos y de TH1

en ratones:
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El efecto inhibidor sobre la funcién APC de los macréfagos por la IL-10,
descrito anteriormente, no se limita a la presentacion del antigeno especifico, sino que
afecta igualmente a la respuesta proliferativa de los LT inducida por mitégenos (PHA,
ConA) o anti-CD3. La supresion afecta tanto a los CD4 como a los CDS, y solo se
observa si las células T purificadas se cultivan en presencia de macréfagos, no
observdndose ningiin efecto inhibidor s el cultivo es con LB activados, células
dendriticas o fibroblastos como APCs, Por tanto, el efecto inhibidor es especifico
sobre el macréfago y no sobre las células efectoras. La IL-10 pues, mds que impedir
la proliferacién, previene la presentacion y con ello la activacién de las células
efectoras. Dicha inhibicién es solo parcialmente revertida si se afiaden al medio altas
concentraciones de IL-2, lo cual sugiere que la causa de la disminucién de la

proliferacién no es simplemente una baja produccién de IL-2 (250).

- Inhibicién de la formacién de LT citotdxicos aloespecificos en cultivos
mixtos de linfocitos: no est4 claro si Ia IL-10 inhibe directamente a la generacién de
LT CD8+ citotdxicos, o si por el contrario afecta a la activacidn delos LT CD4+,

necesarios para la generacién de los CD8 citotéxicos (100).

- Sobre los monocitos/macréfagos, ademds de inhibir la funcién
presentadora de antigeno y Ia expresion de MHC tipo I, va a ejercer los

siguientes efectos:
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.... Modificacién en la morfologia y en la adhesién, aunque no altera Ia
expresion de CD11 abe, CD18, CD54, CDS58, ni antigenos muy tardios (VLA-4 y

VLA-5), en monocitos cultivados (248).

... Inhibicién de la sintesis de citocinas por macréfagos murinos peritoneales,
lineas de macréfagos y monocitos humanos, estimulados con LPS, INF-y o LPS
mas INF-y: IL-10 inhibe la produccién de IL-1 , IL-6, IL-8, GM-CSF, G-CSF y TNF
(100,167,245). Si se afiade al cultivo anticuerpos anti IL-10 neutralizantes, se da un
aumento importante de todas estas citocinas en el medio, as{ como un aumento en la
expresién de lMHC tipo II (167). Es interesante resaltar que IL-10 no suprime
completamente la sintesis proteica de los macrofagos, pues no tiene efecto sobre TGF-
.B (167), y que regula positivamente la expresion de IL-1Ra, al igual que la mayoria

de citocinas antiinflamatorias (100).

.. Inhibicién de peréxido de hidrégeno (H202) y de éxido nitrico (NO) por

los macréfagos activados (100,251).

. Inhibicién de la capacidad citocida de los macréfagos sobre patdgenos intra

y extracelulares (Toxoplasma, Leishmania, Schistosoma) (100).

1.3.6.3.2 Propiedades inmunoestimulantes "in vitro"

- Aumenta la expresién de moléculas MHC tipo I en LB (justo al contrario

que en los macréfagos) (100,252).
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- Aumenta la viabilidad de los LB (253)

- Aumenta la proliferacién de LB activados con IL-2 (no en reposo), y la

secrecion de inmunoglobulinas (G, A y M) (253,254).

- Actda como factor coestimulante (con IL-2 e IL-4) en el crecimiento de

timocitos (240,255).

- Factor coestimulante en la diferenciacisn y proliferacién de LT CD8+

citotoxicos: solo en presencia de IL-2 (256).

- Actda como factor coestimulante (con IL-3 e IL-4) en el crecimiento y

proliferacién de los mastocitos (241).

1.3.6.3.3 Propiedades de la IL-10 "in vivo"

- La elevacién de las citocinas inflamatorias en ratones tratados con
anticuerpos anti IL-10, sugiere que dicha citocinas puede ser un potente agente
antiinflamatorio. Datos preliminares sugieren que es capaz directamente de proteger

de la muerte a ratones con shock endotdxico (257).

- La administracién de anticuerpos anti IL-10 a ratones, produce una

depleccién de células B CD5+. Parece ser que dicha poblacién, por otro lado
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numéricamente muy pequeiia y aiin bastante desconocida, podria ejercer las siguientes

funciones en e} sistema inmune:

... Inmunidad antibacteriana

.. Aclaramiento de debris celulares, como los hematfes senescentes

. Modulacién de] repertorio de anticuerpos durante ef desarrollo

Todo ello sugiere un posible papel de la IL-10 como incrementadora de la

inmunidad anti-bacteriana mediada por anticuerpos (257).
1.3.6.4 INHIBIDORES
- INF-y (258).

1.3.6.5 RECEPTORES

El receptor para la IL-10 ha sido recientemente caracterizado. El gen

codificador del receptor para dicha citocina, se halla localizado en el cromosoma 11
(251).
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1.4. LA RESPUESTA INMUNE

Hay dos niveles de defensa contra la invasién por agentes externos: la
inmunidad innata o inespecifica, y la inmunidad especifica (adaptativa o adquirida).
La diferencia principal entre las dos estriba en la especificidad y la memoria
inmunoldgica, ambas propiedades exclusivas de la inmunidad adquirida (1). Para
simplificar, podemos decir que cuando un agente infeccioso entra en el Organismo,
encuentra primero los elementos efectores de la inmunidad innata inespecifica
(barreras cutdnea y mucosas, lisozima y otros enzimas, proteinas de fase aguda,
fagocitos, células NK y Complemento). Estos pueden ser suficientes para prevenir la
enfermedad, pero, si no es asi, entonces se activa ademds el sistema inmunitario
adaptativo o especifico (linfocitos T, linfocitos B y anticuerpos), que permite la
recuperacion de la enfermedad y establece una memoria inmunoldgica especifica; se
dice entonces que el individuo ha adquirido inmunidad contra el agente infeccioso

(3%).

Es obvio que ambos tipos de inmunidad, la innata y la adquirida, no actdan
separada ni secuencialmente, sino en intima relacién. Por gjemplo, los anticuerpos
producidos por los linfocitos ayudan a que los fagocitos reconozcan sus dianas.
Después de la activacién clonal por el antigeno, los LT producen Iinfoéinas que
estimulan a los fagocitos para destruir con mayor efectividad los agentes infecciosos.

Los macréfagos, a su vez, ayudan a los linfocitos transportando el antigeno desde la
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periferia hasta los ganglios linf4ticos y otros 6rganos linfoides, donde es presentado

a esos linfocitos en una forma que puedan reconocer ( 1,38).

Las respuestas frente a Ia mayoria de los inmundgenos requieren pues el
procesamiento previo de dicho inmundgeno por la célula encargada de presentarlo a
los linfocitos T, y la expresion ulterior del mismo en la superficie celular, junto a
otras moléculas también de membrana, que se agrupan bajo el nombre de Sistema
Mayor de Histocompatibilidad o MHC, y desempefian un papel fundamental en la
distincién entre lo propio y Io no propio, ya que cualquier antigeno es reconocido por
el receptor de las células T sélo cuando éste les es presentado en conjuncién con
moléculas MHC. Los genes que codifican estas moléculas se clasifican en clase I, IT

y I, y se hallan en el brazo corto del cromosoma 6 (38). Los genes de clase I y IT

pertenecen a la familia del "supergen de las inmunoglobulinas”, Esta familia codifica
una amplia variedad de moléculas de Ia superficie celular, que abarca también a las
Inmunoglobulinas, al TCR, al CD4 y al CD8 (259). Las moléculas de clase I
incluyen los genes HLA-A, HLA-B y HLA-C, y se encuentran presentes en la
superficie de todas las células del organismo. Las moléculas de clase II incluyen a
los genes HLA-DR, HLA-DP, y HLA-DQ, y sélo se €Xpresan en c€lulas del SI,

especialmente en macréfagos y linfocitos B (259). Los genes de clase IIT codifican

a los componentes C?2 y C4 de la via cldsica del Complemento, al Factor B
(Properdina) de la vfa alterna, al TNF-q Yy B, y a los enzimas 21-hidroxilasa AyB

(260).
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1.4.1 La activacién de los linfocitos T cooperadores
=eora i G 105 liocitos 1 cooperadores

Los linfocitos T cooperadores (CD4+) son los principales orquestadores de
la respuesta inmune porque su ayuda es necesaria para la activacién de las células
efectoras principales de esta respuesta, es decir, los linfocitos T citotGxicos (CD8+)
y los linfocitos B productores de anticuerpos (1,38). También media la respuesta de
hipersensibilidad retardada, dtil sobre todo frente a la infeccién por pardsitos

intracelulares como la tuberculosis, y frente a algunos virus (261).

La activacién de los linfocitos T cooperadores ocurre tempranamente en el
curso de la respuesta inmune, y requiere al menos dos sefiales. Una primera sefial
Iproviene de 1a unién del receptor para el antigeno del linfocito T con el complejo
antigeno-MHC de clase IT de Ia célula presentadora (sistema monocito/macréfago)
(262). La segunda sefial deriva de Ia II.- 1, una citocina producida por la APC activada
cuya principal funcién es la de iniciar la respuesta inmune. Estas dos sefiales juntas
inducen la expresién de receptores para otra linfocina, la IL-2, asi como Ia produccion
de la propia IL-2 (57). La principal funcién de la IL-2 es la de amplificar la respuesta
iniciada por el contacto del linfocito T cooperador con la APC. Ello lo va a llevar a
cabo induciendo el crecimiento y la activacién de las células que expresen receptores
para la IL-2, incluyendo las propias células T cooperadoras (65), que son las que
principalmente la producen (efecto autocatalitico), los linfocitos T citotéxicos
(181,182) y las células NK (5). Estas células activadas por la IL-2 son capaces de
producir a su vez otras citocinas como factores de crecimiento y diferenciacién de los

linfocitos B (IL-4, IL-5, IL-6), factores hematopoyéticos (IL-3, GM-CSF) que
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estimulan la produccién en médula Gsea de nuevas células inmunes mieloides que
pasan a la circulacién, o INF-y (72,185 ,186). El INF-y (secretado por linfocitos T
y c€lulas NK) tiene, entre otras funciones, la de aumentar la actividad de las propias
células NK (201), aumentar la expresion de receptores de alta afinidad para la IL-2
en células del SMM, aumentar el nimero de moléculas MHC de clase II y de
receptores para Fc y Complemento en la membrana de células del sistema
mononuclear fagocitico (SMF) (212,213), y aumentar los MHC de clase I de células
diana de los linfocitos T citotéxicos (209). Todo ello se traduce en un incremento
final en la actividad de las NK, de los LTc y de las funciones principales de las
células del SMM (fagocitica-bactericida, presentadora de antigeno, tumoricida) (38);
estas células macrofdgicas, reclutadas Yy potenciadas enormemente en sus funciones
por la activacién inicial de los linfocitos T cooperadores, serédn las principales células
efectoras que medien las respuestas de hipersensibilidad retardada (inflamacién
cronica) (263). Los macréfagos que van siendo reclutados al foco inflamatorio
presentan el antigeno a otros lihfocitos T cooperadores, y segregan mds IL-1 y otras
citocinas como el TNF-e, perpetuando la respuesta (1,38). Ambas citocinas, aparte
de inducir la formacién de IL-2 por los linfocitos T y otras células del sistema
inmune, son también activadoras de las prostaglandinas en diferentes tejidos del
Organismo, y por tanto responsables directas de muchos de los sintomas y signos del
proceso inflamatorio, como son el aumento de las proteinas de fase aguda por los
hepatocitos, la neutrofilia y la fiebre. Sus efectos en cerebro aparte de la fiebre, son
fundamentalmente somnolencia, anorexia Yy aumento de la secrecién hipotaldmica de
CRF, con el consiguiente estimulo del eje hipdfiso-suprarrenal y aumento de

esteroides (154).
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1.4.2 La activacién de los linfocitos T citotéxicos

Requiere, al igual que los T cooperadores, dos sefiales de activacién. Una
proviene de la interaccién del receptor del linfocito T con el complejo antigeno-MHC
de clase I presente en la membrana de la célula diana (célula infectada por virus,
célula tumoral o injerto de tejido extrafio) (264). La segunda sefial la proporciona la

IL-2 producida por el linfocito T cooperador activado (181,182).

El linfocito T citotéxico activado liberard entonces sus citotoxinas, que son las

encargadas de eliminar a la célula diana (38).

1.4.3 La activacién de los linfocitos B

La produccién de anticuerpos requiere, por un lado, la activacién de los
linfocitos B (265), y por otro su diferenciacién en c€lulas plasmdticas, que serdn las
que secreten las inmunoglobulinas (266,267). Mientras el linfocito T cooperador es
activado por un antigeno concreto, los LB especificos para ese mismo antigeno lo
reéconocen a traves de sus receptores de membrana (inmunoglobulinas de superficie).
La unién con el antigeno es seguida de la internalizacién receptor-antigeno, y ello
constituye la primera sefial en la activacion; sin embargo es insuficiente, por lo que
la activacién completa y posterior diferenciacién a célula plasmdtica es proporcionada
por los linfocitos T cooperadores a través de Ia secrecion de factores de crecimiento

(268) y diferenciacién de LB (269-270).
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Los LB también pueden actuar como APC. Para ello, tras internalizar el
antigeno, éste es procesado y expresado en la superficie de la membrana junto con

moléculas MHC de clase II (271).

1.4.4 La activacién de los Linfocitos T Supresores

No estd tan claramente definida como en el caso de los T cooperadores o los T
citotdxicos. Al contrario que ellos, numerosos hallazgos sugieren que algunas
poblaciones de Linfocitos T supresores son capaces de reconocer antigenos nativos,
sin necesidad de que éstos sean procesados por la APC. Sin embargo, otras
poblaciones serian MHC-restrictas, al igual que los T cooperadores o T citotdxicos.
Ejercen su accién a través de Factores Supresores, que parecen ser capaces de
sustituir a las propias células en su funcién supresora especifica de antigeno. Al igual
que los LT cooperadores, su misién principal es la de regular la intensidad de la
respuesta inmune, pero en este caso en sentido negativo. Ello lo hacen a través de dos
vias generales: o bien ejerciendo una accién directa negativa sobre las propias células
efectoras del sistema inmune, o bien inhibiendo la funcién de las células T
cooperadoras, que de esta manera no pueden desempefiar su funcién estimuladora de

células efectoras (38).
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1.5. MODIFICACION DE LA RESPUESTA INMUNE. INMUNOSUPRESORES
E INMUNOMODULADORES.

1.5.1 INMUNOSUPRESORES.

El crecimiento de la Inmunologfa Clinica ha puesto al descubierto un nimero
creciente de enfermedades que son debidas a respuestas inmunes aberrantes. Ello ha
resultado en la biisqueda de drogas capaces de inhibir esas respuestas no deseadas. A
lo largo de las dos pasadas décadas, se han hecho considerables progresos en la
identificacién de un grupo de compuestos capaces de alcanzar una inhibicion no

especifica de la respuesta inmune (272).

1.5.1.1 Corticosteroides

Las hormonas esteroideas glucocorticoideas son ampliamente usadas para
suprimir de modo eficaz las manifestaciones de numerosas reacciones inflamatorias
e inmunes. Las actividades antiinflamatorias e inmunosupresoras  de los
corticosteroides pueden agruparse en tres categorias: el efecto de estas drogas en la
circulacidn leucocitaria, su capacidad para alterar funciones celulares especificas y

otra misceldnea de actividades antiinflamatorias (273).

Tras la administracién intravenosa de una sola inyeccién de glucocorticoides,

se produce un rdpido aumento en el nimero de neutrdfilos y una disminucién

76

Tesis doctorales de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1996



Efectos in vitro de anapsos(polypodium leucotomos) sobre fenotipo celular... Jose Miguel Sempere Ortells.

concomitante del nimero total de linfocitos, monocitos, eosindfilos y baséfilos; los
cambios mdximos se observan a las 4-6 horas de la inyeccioén, y al cabo de 24 horas

todas las cifras han retornado a sus valores normales (274).

La neutrofilia resultante de la administracién esteroidea, parece ser debida al
menos a dos actividades distintas: liberacién de neutréfilos maduros desde la reserva
en la médula dsea, y disminucién del paso de los neutréfilos desde los espacios
intravasculares a los exudados inflamatorios. Ello se traduce en un incremento en la
vida media de los neutréfilos circulantes. Las actividades de los neutréfilos como la
quimiotaxis y la liberacién de enzimas lisosémicos, no se ven afectadas por los
esteroides; sin embargo, la liberacién de enzimas proteoliticas no lisosémicas como
la colagenasa y el activador del plasminégeno, si disminuyen por la accién de los

esteroides (274).

El nimero de eosindfilos y de basdfilos circulantes, también se reduce a causa

de la redistribucién (275).

La reduccién en el nimero de linfocitos circulantes, resulta del secuestro de
las células linfoides en los tejidos linfoides, incluyendo la propia médula ésea. El
nimero total de linfocitos T circulantes disminuye marcadamente, mientras que la
reduccidn del nimero de linfocitos B es solo moderada; el nimero de células no T
no B, no sufre ningin cambio. Entre las subpoblaciones de linfocitos T, el nimero
de células .CD4+ se reduce en un mayor grado que el niimero de células CD8+. Las

actividades de los linfocitos T se alteran considerablemente; asi, los esteroides inhiben
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la respuesta linfoproliferativa in vitro, en parte debido a una lesién en la sintesis y
secrecion de interleucina-2, que mds probablemente es el resultado indirecto de una
produccién suprimida de la IL-1 por los monocitos. La expresién del receptor de IL-2
no se ve afectada (276). Los corticosteroides pueden también bloquear la progresion
de los linfocitos estimulados por PHA a través del ciclo mitdtico, inhibiendo la
entrada de células en la fase G, del ciclo, y parando la progresion de los linfocitos
activados desde la fase G, a la fase S. El efecto de los corticosteroides sobre los
linfocitos B es menor; dosis altas de corticosteroides reducen modestamente, tras 2-3
semanas de administracién, las concentraciones séricas de IgG e IgA, pero no de
IgM. La terapia esteroidea no altera ni la actividad de las células NK, ni la ADCC

(94).

Uno de los cambios importantes inducidos por los esteroides, es una
monocitopenia pronunciada. La cuenta de monocitos frecuentemente cae por debajo
de 50 células/pl y ello se ha postulado como de mdxima importancia en la capacidad
de los esteroides para mediar su actividad antiinflamatoria (275). Los esteroides
producen numerosos cambios en las funciones del mornocito-macréfago; asi, son
capaces de suprimir la actividad bactericida de dichas células fagociticas,
traduciéndose ello en una mayor susceptibilidad a determinadas infecciones, También
interfieren en la funcién de presentacion del antigeno de dichas células. Otros efectos
incluyen un dafio en la migracién del monocito en respuesta a factores quimioticticos,
una respuesta disminuida al factor de inhibicién (MIF), un bloqueo de 1la
diferenciacién de los monocitos a macrofagos, y una supresién de la capacidad de los

MONOCitos para expresar receptores para el Fc y receptores para el complemento, lo

78

. . . . , ' 6
Tesis doctorales de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 199



/ ' Ortells.
Efectos in vitro de anapsos(polypodium leucotomos) sobre fenotipo celular... Jose Miguel Sempere

cual puede contribuir al dafio de la actividad fagocitica (274). Suprimen igualmente
la capacidad de las células reticuloendoteliales para fagocitar antigenos revestidos de
anticuerpos, probablemente a causa de la disminucién de la unién de los
inmunocomplejos a los receptores de membrana para el Fc y el C3b, cuya expresién
se halla disminuida por la accién directa de los esteroides; ello puede justificar su
efecto beneficioso sobre enfermedades como la purpura trombocitopénica idiopatica
y la anemia hemolitica autoinmune. Los tests cutdneos de hipersensibilidad retardada,

también se inhiben en el tratamiento prolongado con esteroides 277).

Los efectos descritos de los esteroides sobre el sistema inmune, permiten sy

aplicacién en la Clinica bajo tres protocolos diferentes, segiin las circunstancias:

- "administrar la cantidad mis pequena capaz de suprimir las manifestaciones de
enfermedad, durante largos perfodos de tiempo. Por ejemplo, 7°5-10 mg diarios de

prednisona para tratar la artritis reumatoidea.

- cantidades mds grandes, en un intento de suprimir completamente y de un modo
répido, las manifestaciones de una enfermedad mediada por el sistema inmune. Por
ejemplo 1-2 mg/kg diarios, en dosis tnica o repartido en varias dosis; se usa a
menudo en enfermedades como la anemia hemolitica autoinmune, Ia purpura
trombocitopénica idiopdtica y varios tipos de glomerulonefritis inducidas por el

sistema inmune.
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- cantidades muy elevadas de corticoides intravenosos (por ejemplo metilprednisolona
a 10-30 mg/kg). Este protocolo se reserva para aquellas enfermedades graves que en

un momento dado amenazan la vida del paciente” (273,278).

La terapia prolongada con corticosteroides no es inocua; estas drogas tienen
numerosos efectos secundarios, potencialmente graves. Es importante tener en cuenta
que la terapia crénica con dosis elevadas de esteroides, puede causar mayor

morbilidad que la originada por la propia enfermedad de base (279,280).

1.5.1.2 Drogas citotéxicas

Las drogas citotdxicas son un grupo de compuestos quimicos con la propiedad
farmacolégica de matar células capaces de autoreplicarse. Los linfocitos
inmunoldgicamente competentes representan pues un poblacién susceptible de ser

atacada por estas drogas (281).

Inicialmente fueron introducidas para su uso medicina, en la terapia contra el
cancer (282); sin embargo, estudios posteriores revelaron que muchas de estas
sustancias también posefan propiedades inmunosupresoras (283). De este modo, su
uso se extendi6 al tratamiento de enfermedades causadas por respuestas inmunes
aberrantes, y a la inhibicién de la reaccién de rechazo en los transplantes. Hay 4
drogas citotdxicas utilizadas rutinariamente en Clinica para la inmunosupresion:

ciclofosfamida, azatioprina, metrotexate y clorambucil (273).
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Estas drogas pueden ejercer una toxicidad diferente para los linfocitos T y B.

La ciclofosfamida causa una reduccién proporcionalmente mucho mayor del nimero

de linfocitos B, qué de las células T; ello se correlaciona bien con su mayor efecto
supresor de las respuestas inmunes mediadas por anticuerpos, que de las reacciones
mediadas por células (284). Es por ello que en Clinica, la ciclofosfamida se usa para
tratar aquellas enfermedades en las que hay una respuesta inmune humoral aberrante,
como sucede por ejemplo en la piirpura trombocitopénica idiopdtica, mientras que es
poco eficaz en la inhibicién de la reaccién de rechazo en los transplantes. La
azatioprina por el contrario, parece ser mds potente como inhibidor de las respuestas
mediadas por células T y también parece reducir eficazmente el nimero de células NK
circulantes, aunque puede suprimir tanto la respuesta inmune celular como la humoral

(273,283).

La toxicidad de las drogas citotxicas no es selectiva para los linfocitos;
también pueden matar células proliferadoras no linfoideas, incluyendo precursores
hematopoyéticos, células mucosas gastrointestinales y células germinales en las
gonadas. Es por ello que los efectos secundarios predecibles de estas drogas, incluyen

pancitopenia, toxicidad gastrointestinal e infertilidad (285,286).

1.5.1.3 Ciclosporina

La ciclosporina es un agente inmunosupresor derivado de la fermentacién de
ciertos hongos, con propiedades distintas a las de los anteriores compuestos y mucho

mds selectiva. Asf es capaz de modificar la actividad inmunoreguladora de los
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linfocitos T cooperadores, sin afectar a las células T supresoras, T efectoras,
linfocitos B, granulocitos o macréfagos (273). De este modo, bloquea selectivamente
aquellas respuestas inmunes, incluyendo el rechazo de los aloinjertos, que son
dependientes de.los linfocitos T cooperadores. Al contrario que las drogas citotéxicas,
€s capaz de producir inmunosupresién sin producir linfolisis. Actda en la fase
temprana de desarrollo de la respuesta inmune; su mayor actividad parece ser una
inhibicién de la sintesis y secrecién de la IL-2. También puede dafiar la capacidad de
los linfocitos T cooperadores activados para responder a la IL-2, tal vez, limitando
la expresion del receptor para dicha citocina (287). A causa de su potencia, ha llegado
a ser una droga de uso estandar en la Clinica para inhibir las reacciones de rechazo
a aloinjertos, asi como Para prevenir la reaccién de injerto frente al huésped en el
'transplante de médula 6sea. Su eficacia Inmunosupresora puede aumentarse si se
administra simultdneamente con dosis moderadas de esteroides, ya que ambas drogas
pareécen actuar sinergfsticamente; 1la ciclosporina inhibiendo directamente 1la
produccién de IL-2, y los esteroides suprimiendo indirectamente la sintesis de dicha
citocina, a partir del bloqueo en la liberacién de IL-1 por parte del monocito-

macréfago (288).

El tratamiento con ciclosporina tiene efectos secundarios que incluyen entre

otros hiperplasia gingival, hirsutismo y manifestaciones del sistema nervioso central

(187).

En ciertas circunstancias, puede darse un efecto paraddjico con el tratamiento

Inmunosupresor en general, como es el caso de aumentar una respuesta especifica. Asi
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por ejemplo, el efecto de la ciclofosfamida sobre las reacciones mediadas por células
es variable; algunas reacciones son inhibidas mientras que otras por el contrario son
aumentadas. Por ello Ia ciclofosfamida, a causa de su mayor toxicidad para los
linfocitos B, es capaz de suprimir eficazmente las respuestas humorales frente a un
determinado antigeno y simultineamente de aumentar por ejemplo las respuestas de
hipersensibilidad retardada frente a mismo antigeno, probablemente debido en parte

a una toxicidad directa de la droga sobre los linfocitos T supresores (283,284).

Por otro lado, la capacidad de los inmunosupresores para inhibir una respuesta
inmune, puede resultar de una actividad farmacol6gica distinta a la propia
inmunosupresién. En este sentido, la expresion de muchas respuestas inmunes
comprende tanto la participacién de c€lulas de la inmunidad especifica como de
células efectoras no especificas, como es el caso de neutréfilos y monocitos. E)
nimero o la funcién de dichas células efectoras no especificas puede también ser
alterado por drogas inmunosupresoras. En consecuencia, una inmunosupresién
aparente puede ser més bien el resultado de las propiedades anti-inflamatorias de un
agente especifico. Por ejemplo, los corticosteroides $On potentes supresores del asma
alérgica mediada por IgE y de la dermatitis por contacto mediada por células T, y en
ambas enfermedades su principal mecanismo de accién €s a partir de una inhibicién

de la inflamacién, sin afectar las respuestas inmunes subyacentes (274,275 ,277).
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1.5.2 INMUNOMODULADORES.

Los inmunomoduladores (modificadores de la respuesta bioldgica) son drogas
que modifican directamente una funcidén inmune especifica, o tienen un efecto positivo
O negativo sobre la actividad del sistema inmune. Los usos potenciales de los
inmunomoduladores en Clinica, incluyen la reconstitucién de una funcién inmune
deficiente y la supresion de una funcién inmune normal, 0 excesiva como ocurre en
el caso de las enfermedades autoinmunes. Existen numerosas sustancias capaces de
modular Ia reaccidén inmune; estas sustancias incluyen las citocinas, anticuerpos

monoclonales e inmunomoduladores no especificos (289).

La tecnologia del ADN recombinante ha proporcionado cantidades ilimitadas

de citocinas altamente purificadas, permitiendo la evaluacién clinica de dichas

sustancias en ausencia de contaminantes biolégicamente activos. La mayor parte de
las citocinas han sido estudiadas en ensayos clinicos en Fase I para determinar su
seguridad y farmacologia, y ¢n ensayos en Fase II para determinar su actividad
inmunomoduladora en situaciones clinicas especificas y para definir regimenes de
tratamiento. Las clases mayores de citocinas que han sido evaluadas clinicamente,
incluyen interferones, algunas interleucinas, factores estimulantes de colonias y
factores de necrosis tumoral. En general, son sustancias caras y de dificil manejo; en
ocasiones las dosis que hay que suministrar para conseguir el efecto deseado, causan

efectos secundarios que si bien no suelen ser graves, si son molestos para el paciente

(1,38,273).
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Los anticuerpos monoclonales son producidos por hibridomas, un

procedimiento en el cual un ratén es inmunizado con un antigeno especifico y sus
células de bazo posteriormente fusionadas con una linea inmortal de células B, para
producir una célula hibrida con capacidad de secretar de un modo indefinido,
anticuerpos con especificidad clonal para ese antigeno (1). Ello permite obtener
grandes cantidades de anticuerpos frente a un epitopo concreto del antigeno deseado.
Los ensayos clinicos iniciales se realizaron en pacientes cancerosos a los que se
administraba anticuerpos monoclonales murinos frente a determinados antigenos
tumorales, surgiendo numerosos problemas que incluian la enorme heterogeneidad
tumoral, la captacién no especifica de los anticuerpos en sitios no tumorales, el acceso
vascular limitado de muchos de los tumores o la aparicién de anticuerpos humanos
frente a los anticuerpos murinos, problemas todos ellos que siguen limitando el uso
de esta terapia en el cancer, sobre todo en los tumores. s6lidos. No obstante, el uso
de Ac Mo conjugados a radioisétopos, toxinas celulares u otras drogas, sigue siendo
hoy en dfa una de las numerosas lineas de investigacién m4s de moda en la terapia
contra el cancer (1,290). Del mismo modo, anticuerpos monoclonales como el OKT3,
que posee especificidad por el antigeno CD3 presente en las c€lulas T, ha demostrado
ser eficaz en el tratamiento del rechazo agudo del transplante renal y también del
transplante hepdtico y cardiaco, obteniéndose en algunos casos resultados similares a
los conseguidos con terapias convencionales (esteroides a altas dosis); sin embargo los
efectos colaterales también son importantes, incluyendo sintomas similares a los de
un cuadro gripal, cambios en la presion arterial y disnea. Por otro lado, el desarrollo

de anticuerpos humanos frente 2 raton, acaba limitando su uso repetido (290).
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Los inmunomoduladores no especificos, pueden dividirse en tres grupos:

productos de origen microbiano, productos obtenidos de mamiferos Yy compuestos
sintéticos. Los inmunomoduladores de origen microbiano han demostrado tener un
beneficio terapéutico limitado, baja pureza y mucha variabilidad entre los distintos
lotes; el mds estudiado ha sido el bacilo de Calmette-Guerin (BCG), que se ha usado
en distintos tipos de cncer con diferentes resultados, siendo el carcinoma superficial
de vejiga (inyeccién intravesical) una de sus principales indicaciones (1,273). En
cuanto a los productos de origen mamifero como las timosinas (sustancias hormone-
like producidas por el timo Y que tienen diversas actividades biolégicas, incluyendo
el aumento de Ia respuesta inmune en animales normales y timectomizados), aunque
potencialmente ttiles en el tratamiento de determinados estados de inmunodéﬁciencia,
Su verdadera eficacia no ha sido demostrada aun en ensayos clinicos controlados
(273). Los compuestos sintéticos como el levamisol, una droga antihelmintica capaz
de inhibir la actividad de células T Supresoras, cuando es administrado a pacientes con
cdncer se asocia a un Incremento en la respuesta de hipersensibilidad retardada y a un

aumento de la proliferacién linfocitaria y de las respuestas mitogénicas in vitro (273).
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1.6 ANAPSOS: EXTRACTO DE POLYPODIUM LEUCOTOMOS

Calaguala es el nombre comtin del helecho Polypodium leucotomos, tipico de
determinadas zonas de Centroamérica, ¥ Cuyo crecimiento 6ptimo se da entre los
2000-2500 m. de altura; desde hace tiempo, viene siendo utilizado en Sudamérica y
Espafia en el tratamiento de enfermedades cutneas como el psoriasis y la dermatitis
atopica. Los efectos clinicos del extracto preparado a partir de los rizomas de Ia

planta (Anapsos), han sido confirmados y documentados €n ensayos clinicos abiertos

tipo de molestias gdstricas (291-293).

Estudios iniciales demostraron un efecto antitumoral de Anapsos (ANP). La

actividad metabélica de dicha sustancia sobre fragmentos de tumores humanos "in

antineopldsico a una interaccién con Ieceptores citoplasmaticos similar’a la ejercida

por los glucocorticoides (295).
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En el aiio 1983, se describié por vez primera un efecto inmunomodulador de
Anapsos. En sujetos voluntarios sanos, la administracién del producto por via oral,
disminuye la respuesta linfobldstica a la estimulacién con mitégenos y los niveles
séricos de inmunoglobulinas después de tres dias de tratamiento, y aumenta el indice
de supresién, la respuesta linfobldstica a mitégenos, los niveles séricos de
inmunoglobulinas y la proporcién de células CD8+, sin alterar la tasa de células
CD3+ y CD4+, tras cinco dfas de administracién (296). Diversos estudios refieren
el efecto inmunomodulador de Anapsos en patologias diferentes como la dermatitis
atépica, la psoriasis o el vitiligo (291-293,297). Del mismo modo, en un estudio
realizado en Esclerosis Multiple, el tratamiento con extracto de Polypodium
leucotomos resulto iitil para corregir las alteraciones del fenotipo inmunolégico mds
frecuentes en dicha enfermedad (aumento de linfocitos T inductores de células B y
disminucion de linfocitos T supresores) coincidiendo ello a su vez con una
estabilizaci6n clinica de los pacientes (298). El efecto inmunomodulador de Anapsos

ha sido igualmente puesto de manifiesto por otros autores (299).

En estudios experimentales realizados con Anapsos se ha podido comprobar
que este compuesto actlia como potencial agente neurotréfico y neuroinmunoregulador
modulando la produccién de IL-1, IL-2 y TNF en SNC de ratas tratadas con
diferentes dosis del extracto (300). Posteriormente, los mismos autores han
demostrado que la administracién aguda y crénica de Anapsos revierte la
hiperactividad motora y el deterioro del aprendizaje, y tiende a normalizar las
alteraciones neuroinmunes cerebrales observadas en un modelo animal de enfermedad

de Alzheimer (301). En un estudio en el que se administré Anapsos por via
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subcutdnea a ratones viejos durante once meses, se ha observado que el producto
mejora la coordinacién psicomotora con respecto a animales no tratados, sin afectar
significativamente la tasa de supervivencia, la evolucién del peso corporal, la ingesta

solida y liquida, ni la aparicién de signos neuroldgicos (301).
Anapsos se ha mostrado también dtil en el tratamiento de patologias tan
diversas como el herpes zoster (302), la estomatitis aftosa (303) o afecciones oculares

primarias o secundarias a enfermedad sistémica (304-305).

Diversos autores han referido una actividad colagenopoyética del producto,

relaciondndola con mecanismos inmunolégicos (306,307).
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II. OBJETIVOS

En un intento de ahondar en Ia actuacion del producto desde un punto de vista
inmunolégico que nos permitiera hallar un nexo comun capaz de justificar la mayor
parte de sus efectos, decidimos testar la capacidad inmunomoduladora de dicha

sustancia "in vitro". Para ello nos planteamos los siguiente objetivos:

1.- Comprobar si Anapsos ejerce una accién pleitrépica sobre el sistema

inmune.

2.- Valorar el efecto de Anapsos sobre la produccién de citocinas por

células del sistema monocito/macréfago.

3.- Valorar el efecto de Anapsos sobre la produccién de citocinas por

los diferentes clones de linfocitos T helper: THO, TH1 y TH2.

4.- Valorar el efecto de Anapsos sobre proliferacién y activacion de linfocitos

T, de linfocitos B y de células NK. Anglisis fenotipico por citometria de

flujo.
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III- MATERIAL Y METODOS

3.1 PREPARACION DEL EXTRACTO

Anapsos (extracto de Polypodium leucotomos), en forma de liofilizado, fue
amablemente cedido por ASAC Pharmaceutical International A.LE (Alicante,
Espana). Todos los experimentos fueron realizados con el mismo lote del producto

(Pal-22).

Los rizomas del Polypodium leucotomos fueron recolectados en las
Plantaciones Experimentales y de Recuperacion Ecolégica de Guatemala, propiedad
de ASAC Pharmaceutical International situada a 2000 metros por encima del nivel del
mar. Los rizomas fueron examinados para su identificacién por JM. Aguilar Cumes
(Jefe del Jardin Botdnico de la Universidad de San Carlos de Guatemala). La
deshidratacién de los rizomas se hizo a 50° C durante 48 horas. Los rizomas secos
(500 gr) fueron sumergidos y macerados en una mezcla de disolventes polares (5
litros) a una temperatura inicial de 70° C y llevados a temperatura ambiente
(temperatura final) durante 8 horas. El extracto as{ obtenido, fue filtrado y liofilizado

para su uso en el experimento.

91

Tesis doctorales de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1996



Efectos in vitro de anapsos(polypodium leucotomos) sobre fenotipo celular... Jose Miguel Sempere Ortells.

3.2 _MUESTRA DEL ESTUDIO

Las células se obtuvieron de un grupo de diez donantes sanos de ambos SeX0s,

con edades comprendidas entre los 21 y 35 afios.

3.3 TEST DE LABORATORIO

Células mononucleares de sangre periférica fueron aisladas a partir de sangre

heparinizada, mediante centrifugacién en gradiente de densidad (Ficoll-Hypaque).
Las células separadas fueron ajustadas en todos los casos a 1x10%ml con medio
de cultivo RPMI 1640 (WHITAKER), suplementado con 10% de suero de ternera

fetal (FLOW), 1% de antibiético (GIBCO) y 1% de Glutamina (GIBCO).

3.3.1 Respuesta proliferativa frente a mitéeenos

Las células fueron sembradas por triplicado en placas de 96 pocillos
(COSTAR) de fondo plano, a razén de 200.000 células/pocillo (200 pl/pocillo). Las
células fueron estimuladas con 0’5 pg/ml del mitégeno PHA o 4 rg/ml de Pokeweed
(PWM), con y sin Anapsos, asi como con Anapsos solo. Las dosis de Anapsos
utilizadas en todos los casos fueron de 75, 150, 500, 1000, 1500 y 4500 pg/ml.

Como control de la proliferacién se utilizaron células conteniendo solo medio de
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cultivo. Las células se incubaron a continuacion en estufa de cultivo, durante 3 dfas
a37°Cy 5% de CQ2; 18-20 horas antes de finalizar el cultivo, se Incorpord al medio
1 uCu de *[H]-Timidina (AMERSHAM). Finalmente las células fueron recolectadas
en el Harvester y la proliferacign medida en un contador beta y expresada en c.p.m.

(cuentas por minuto).

3.3.2 Determinacién de citocinas

Las células se sembraron a razén de 1x10%pocillo (1 ml/pocillo). La
estimulacién se realizg con LPS solo (control), LPS +PHA, LPS +Anapsos y
LPS+PHA + Anapsos. Se decidig utilizar LPS como estimulante comiin, para asegurar
'una buena produccién de citocinas inflamatorias como IL-1B o TNF-«. Las dosis
utilizadas en cada caso fueron 20 pg/ml de LPS, 4 pg/ml de PHA y 150 pg/ml de
Anapsos. Se utiliz6 esta dosis de Anapsos por ser la que present6 mayor efecto sobre
la proliferacién linfocitaria. Ias células se incubaron en estufa (37°C, 5% de CO2)
Yy se realizé una cinética completa de cada una de las citocinas (alas 0, 12, 24, 48,
72y 96 horas) para cada una de las condiciones de estimulacién. Tras centrifugar los
medios, se recolectaron los sobrenadantes en viales de congelacién (1 ml/vial) y se
guardaron en congelador a -70°C, hasta su ulterior procesamiento. Las citocinas
medidas fueron la IL-1 B, TNF-a, IL-2, INF-vy, IL-4 e IL-10 ¥ su determinacidn se
realizé mediante ELISA (RD Diagnostics). Los limites de deteccién para los distintos

Kits, fueron de <35 pg/ml.
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3.3.3 Andlisis fenotipico

Las células se sembraron a 1x10%ml en placas (COSTAR) a razén de 1

- ml/pocillo. Las condiciones de estimulacién fueron las mismas que las utilizadas para
determinar produccién de citocinas (20 pg/ml de LPS, y/o 4 pg/ml de PHA y/o 150
#g/ml de Anapsos). Las células se incubaron durante 48 horas en estufa (37°C, 5%
de CO,) y a continuacién fueron lavadas con medio RPMI 1640 conteniendo 2% de
suero de ternera fetal y 1% de azida sédica (10 minutos a 1500 rpm y 5 minutos a
1200 rpm; T?: 18°C), ajustadas a un minimo de 200.000 células/tubo, e incubadas
durante 45 minutos a 4°C con 50% de suero AB, 1% de azida sédica y los diferentes
anticuerpos monoclonales. Finalmente se lavaron de nuevo las células (2 lavados de
5 minutos a 1200 rpm, 4°C) y se resuspendieron en 2 ml de PBS/glicerol al 50%.
Seguidamente las distintas poblaciones fueron cuantificadas por inmunofluorescencia
directa mediante andlisis fenotipico por citometria de flujo analitica con doble o triple
marcaje, usando la combinacién de anticuerpos monoclonales mds adecuada en cada
caso (CALTAG: CD3, CD4, CD5, CD8, CD16, CD19, CD25, CD38, CD45RA;
Becton Dickinson: CD45R0). Como fluorocromos se utilizaron la fluoresceina

(FITC), ficoeritrina (PE) o tercer color (TO).
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3.4 ESTADISTICA

Los resultados de la proliferacién vienen expresados en media geométrica +
error estandar de la media geométrica. La significacion estadistica se determiné
mediante el test de la t-Student para datos pareados. Se consideraron significativos

aquellos valores para una p< 0°05.

Tanto para el andlisis de la produccién de citocinas como para el andlisis
fenotipico, la significacién estadistica se determiné mediante el test de la t-Student
para datos pareados. Los resultados vienen expresados como los valores medios +
error estandar de la media; se consideraron significativos aquellos valores para una

p< 0°05.

La correlacion entre las distintas citocinas para las diferentes condiciones de

estimulacidn, se determiné mediante los coeficientes de correlacién lineal.
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IV. RESULTADOS

4.1 PROLIFERACISN LINFOCITARIA

Cuando las células se estimularon con Anapsos solo, se observé un aumento
estadisticamente significativo en la proliferacién, con las concentraciones de 75 p g/ml
(cpm= 5815+1716; p=0’013) y 150 pg/ml (cpm= 6954 +1751; p=0’017) vs.
control (células sin estimular) (cpm=3806 1766); dichas dosis coinciden
respectivamente con los niveles plasmdticos aproximados que se alcanzarfan con la
toma de 3-6 cdpsulas/dia de 120 mg (<500 pg/ml). A dosis superiores de Anapsos,
este efecto de estimulacién fue disminuyendo progresivamente, llegando incluso con
la dosis de 4500 kg/ml a obtener valores de proliferacién inferiores a los del control,
pero sin llegar en ningiin caso a alcanzar niveles de significacin (Figura 1; resultados
expresados en media geométrica + error estdndar de la media geométrica). Mencionar
a este respecto que la viabilidad celular del cultivo medida por la técnica de Azul
Trypan, en aquellos casos en los que se utiliz6 la dosis mds alta de Anapsos (4500
pg/ml) fue inferior al 50%, siendo en el resto de casos superior al 90% . El aumento
mencionado en las cifras de proliferacion queds consistentemente enmascarado cuando
las células fueron simultdneamente estimuladas con los mitégenos PHA (Fig.2) o
PWM (Fig.3); dosis superiores a 1000 rg/ml de anapsos, mostraron una tendencia
progresiva a disminuir Ia proliferacién inducida por ambos mitégenos, sin que los

resultados fueran estadisticamente significativos (Fig.2 y 3).
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4.2 DETERMINACION DE CITOCINAS

Las Tablas I, II, III, IV, V y VI, muestran la cinética de produccién de las
diferentes citocinas analizadas, para las diferentes condiciones de estimulacién. Los

resultados vienen expresados como la media (X) =+ error estdndar de la media (e.s.m).

La Figura 4 muestra la produccién de IL-18 "in vitro" (X4-esm) en PBMNc
de sujetos sanos estimuladas con Anapsos, comparada con la estimulacién debida a
los mitégenos solos. Los niveles de IL-1f de células estimuladas con LPS+PHA,
fueron inferiores a lo largo de toda la curva a los producidos por células control
estimuladas solo con LPS, aunque solo a las 12 horas de cultivo las diferencias fueron
estadisticamente significativas (810467 pg/ml vs. 1041498 pg/ml) (p<0’05).
También se aprecia en estas primeras 12 horas, una reduccién estadisticamente
significativa en los niveles de IL-1f en el grupo de células estimuladas con
LPS+ Anapsos (755+74 pg/ml), comparados con los niveles de dicha citocina en
células control estimuladas solo con LPS (1041498 pg/ml) (p <0’025). Globalmente,
lo que se observa es un retraso de 12 horas en la sintesis y/o liberacion de IL-1p
cuando las células fueron estimuladas con Anapsos, de modo que las curvas
correspondientes a las células estimuladas con este producto alcanzaron un méximo
de produccién a las 24 horas, mientras que las curvas correspondientes a células
estimuladas solo con LPS o con LPS+PHA alcanzaron dicho mdximo a las 12 horas

de cultivo. Las diferencias obtenidas entre los niveles de IL-18 a las 24 horas en

97

Tesis doctorales de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1996



Efectos in vitro de anapsos(polypodium leucotomos) sobre fenotipo celular... Jose Miguel Sempere Ortells.

células estimuladas con Anapsos y a las 12 horas en células estimuladas con LPS y

PHA +LPS, no fueron significativas.

La Figura 5 muestra la cinética de produccién de TNF-a "in vitro" (Xtesm)
en PBMNc de los sujetos del estudio. Los niveles alcanzados de TNF-a en células
estimuladas con LPS + Anapsos en las primeras 12 horas de cultivo (4684122 pg/ml),
fueron inferiores a los obtenidos en células estimuladas solo con LPS (623+118
pg/ml); a las 24 horas de cultivo sin embargo, los niveles de TNF-« en las células
estimuladas con LPS+ Anapsos fueron mayores (3584121 pg/ml) que los obtenidos
con las células estimuladas solo con LPS (162 +21 pg/ml). No obstante, ni a las 12

ni a las 24 horas dichas diferencias fueron significativas.

La cinética de produccién de la IL-2, aparece representada en la Figura 6
(resultados expresados en X+esm). Cuando las células fueron estimuladas con
PHA+LPS, la cinética de la curva de produccién de IL-2 fue précticamente idéntica
a la obtenida cuando se estimularon las células solo con LPS, observandose tan solo
una ligera elevacién en los niveles de dicha citocina que en ningln caso fue
significativa. Sin embargo, cuando a la suma de ambos mitégenos se afiadié Anapsos,
se produjo un incremento en los niveles de IL-2 a lo largo de toda la curva. Estas
diferencias fueron estadisticamente significativas con respecto a las células control
estimuladas solo con LPS, a las 12 horas de cultivo (3146 pg/ml vs. 20+ 1 pg/ml)
(p<0°05), a las 24 horas (30+5 pg/ml vs. 19+1 pg/ml) (p<0’0S) y a las 72 horas,

donde alcanzé su médxima significacién (60+5 pg/ml vs. 41+3 pg/ml) (p<0°01).
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Con respecto a la produccién "in vitro" de INF-v, las distintas curvas aparecen
representadas en la Figura 7 (resultados expresados en X +esm). La adicién de PHA
al LPS se tradujo en un incremento en los niveles de produccién de dicha citocina,
si se comparaban con los obtenidos al estimular las células con LPS solo; estas
diferencias se hicieron significativas a partir de las 24 horas de cultivo (29+9 pg/ml
vs. 6+1 pg/ml) (p<0’025), manteniéndose a las 48 (43+11 pg/ml vs. 15+1 pg/ml)
(p<0°025) y alcanzando su méxima significacién a las 72 horas (47+11 pg/ml vs.
16+1 pg/ml) (p<0’01). Cuando a PHA +LPS se aiiadié Anapsos, dichas diferencias
aumentaron, alcanzando a partir de las 24 horas de cultivo una mayor significacién
que al afadir solo la PHA al LPS (p<0’005 a las 24 horas, p<0’01 a las 48 horas

y p<0’001 a las 72 horas).

En la Figura 8 aparece representada la cinética de produccion de la IL-10
(X+esm). Ocurrié algo similar a lo observado en €l caso del INF-y. Cuando se afiade
PHA al LPS, también se observa un incremento en los niveles de produccién de dicha
citocina, compardndolos con los obtenidos al estimular las células con LPS solo; estas
diferencias fueron significativas a las 12 horas de cultivo (30804334 pg/ml vs.
530+96 pg/ml) (p<0’001), a las 24 (4000+305 pg/ml vs. 2444 +337 pg/ml)
(p<0°005) a las 48 (3426+578 pg/ml vs. 1911152'6 pg/ml) (p<0’05) y a las 72
horas (3040+452 pg/ml vs. 17684361 pg/ml) (p<0’025). Al afiadir Anapsos a
PHA+LPS, las diferencias anteriores aumentaron, alcanzando a partir de las 24 horas
de cultivo una mayor significacién que al afadir solo la PHA al LPS (p<0’001 a las

24 horas, p<0’025 a las 48 horas y p<0’001 a las 72 horas). La adicién de Anapsos
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a LPS, se tradujo también en un incremento significativo de dicha citocina

(1418+421) (p<0’05) en las 12 primeras horas de cultivo.
La cinética de produccién de la IL-4 aparece representada en la Figura 9; los
niveles obtenidos de dicha citocina en las 4 curvas fueron pricticamente idénticos, no

existiendo en ningtin caso diferencias significativas entre ellas.

La Tabla VII muestra las correlaciones lineales entre citocinas, que revierten

cuando se anade Anapsos al cultivo.
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Indica las correlaciones lineales entre citocinas,
que revierten cuando se anade Anapsos al cultivo.

r: Coeficiente de correlacion

p: nivel de significacion
NS. no significativo
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ESTIMULO CORRELACION HORAS DE (r) (p)
CULTIVO
LPS PHA ANP
+ INF-y/ 1L-10 12 - 0'60 0002
+ INF-y/ IL-10 12 020 NS
+ INF-y/ 1L-10 12 0'85 0’001
+ IL-1p/ IL-2 24 033 NS
+ IL-1p/ 1IL-2 24 0'80 0.004
+ IL-1p/ IL-2 24 - 0’80 0005
+ IL-1B / INF-y 48 094 0'004
+ IL-1B / INF-y 48 022 NS
+ IL-1B / INF-y 48 - 0'69 0003
+ IL-1B/ IL-10 48 025 NS
+ IL-1B/ IL-10 48 073 002
+ IL-1p/ IL-10 48 - 066 0003
TABLA Vii
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4.3 ANALISIS FENOT{PICO

Las Tablas VIII, IX y X muestran los porcentajes de expresion de diferentes
antigenos de diferenciacién leucocitarios, para las condiciones de estimulacién FO
(células sin estimular), LPS+PHA, LPS+Anapsos y LPS +PHA + Anapsos; los

resultados vienen expresados como la ¥+esm.

Tras 48 horas de estimulacién con LPS +PHA, se observa un descenso
significativo en el porcentaje de expresién de marcadores de membrana caracteristicos
’de la linea de linfocitos T (CD3, CD5, CD4) vs. células sin estimular a tiempo inicial
(F0O); en el caso del CD3 ocurre lo mismo, en la estimulacién con LPS+ Anapsos y
LPS+PHA + Anapsos. Cuando las células fueron estimuladas con LPS+ Anapsos, se
produjo un incremento significativo del porcentaje total de células CD8+ (p=0°001)
vs. FO y del porcentaje total de células CD5 + (p=0’001) y células CD4 + (p=0004)
vs. LPS+PHA. La adicién de Anapsos a LPS+PHA produjo un aumento
significativo en la expresién del marcador CD4 (p=0"017), asi como una tendencia
al aumento en la expresién de CD3 y CD5; igualmente se produjo un incremento
significativo (vs. FO) en el porcentaje de células expresando CDS8 (Fig.10) (Tabla

VIII).

La estimulacién con LPS+PHA tras 48 horas de cultivo, produjo un
incremento  significativo (vs. F0) en el porcentaje de células CD4+CD25+

(p=0’005), que aumenté cuando se incluy6 Anapsos en las condiciones de
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estimulacién (p<0’001). La ligera tendencia al aumento del porcentaje de células
CD4+CD45RO+ observada tras la estimulacién con LPS+PHA (vs. FO), se
transforma en un incremento significativo de dicho porcentaje (p<0’005 vs. FO y
LPS+PHA), cuando las células son estimuladas con LPS+ Anapsos, aprecidndose
también en este dltimo caso un incremento significativo en el porcentaje de células
CD4+CD38+ (p=0°01) vs. LPS+PHA. La adicién de Anapsos a LPS+PHA
produjo una tendencia al aumento en el porcentaje de células CD4+CD25+ vs.
LPS+PHA, asi como un incremento significativo de la proporcién de células

CD4+CD45RO+ vs. FO y LPS+PHA (p<0°005) (Fig.11) (Tabla IX).

La estimulacién con LPS+PHA produjo tras 48 horas de cultivo un
incremento  significativo vs. FO (p<0°005), de los porcentajes de células
CD8+CD25+ y CD16+. Cuando las células fueron estimuladas con LPS + Anapsos,
los niveles de significacién para dichas células aumentaron (p<0’001 vs. FO), y
también se observé un incremento significativo vs. LPS+PHA (p=0’024 para
CD8+CD25+ y p=0035 para las CD16+). La adicién de Anapsos a LPS+PHA
se tradujo también en un incremento significativo del porcentaje de células
CD8+CD25+ (p=0°02; p<0’001 vs. FO) y en una tendencia al aumento de las
células CD16+ (vs. F0). El porcentaje de células con alta y baja densidad de
expresion de CD8, también se modificé en funcién del estimulo recibido. Asf cuando
las células estdn sin estimular (F0) o estimuladas con LPS+PHA, los patrones son
similares, mostrando un mayor porcentaje de células con alta expresion del receptor
de membrana CD8 (CDS,,,,) (p<0’001 vs LPS+ Anapsos). La estimulacién con

LPS+ Anapsos da lugar a un patrén opuesto al anterior, con un porcentaje superior

102

Tesis doctorales de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1996



Efectos in vitro de anapsos(polypodium leucotomos) sobre fenotipo celular... Jose Miguel Sempere Ortells.

‘WIS’ F BIPaW OW09 Sopesaldxa sope)nsay
‘UQIDRINLWIISS 9P SIUOIDIPUOD SajuaalIp Se| esed
‘O¥SYAD 0 VHSHAD ‘8€AD 'SZAD Op BaUBHNWIS UgIsaldxa uod +$QD Se|n|d 9p aleussiod

2SI

+O¥SYd0+¥AD +YHSPaO+vdd

dNV+YHd+Sd1l
dNv+Sd1m
YHd+Sd1H

od0

+8€00+¥A0 +62@0++¥dd

Kok kK H 1

VYHd+Sd1 SA 600.,0>d OO {1.0,0>d O
Jenwiisa uls sein|go SA 100,0>d % %k ‘G00,0>0% % :10,0>0%

- 0l

i

- 0C

M

- 0€

- o€

4

4

05

sajuaasalon]4 sejnjpd ap %

Tesis doctorales de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1996



Efectos in vitro de anapsos(polypodium leucotomos) sobre fenotipo celular... Jose Miguel Sempere Ortells.

"W'S'd ¥ BIPSW OWO0D SOPESaIdXa SOpe)Nsay

"UQIoBINWISe Ap SAUOIDIPUOD Sajuala)Ip Sse| eled
‘BIoU89saI0N)} ap pepisuajui (wip) efeq o ubuq) eye uoo

809D 9p ugisaidxa A +62A0+8AD '+91AD SeIN|go ap alejuadiod

dNV+VYHd+SdT
dNV+SdTl
VHd+SdTH

od0

+G2do+8do0

¢l vdNoi4
+913d WNIQ 8do LHORE 84D
T
L
T
1
; . ——
ER
- [ ]
}1'0>d
o ooo
X Xk > ¥ K

dNV+Sd1 SA 100,0>d »

VHd+Sd1 SA 100,0>d 0oO0 igzo,o>d oo (go,0>d O

JB|NWINSS UIS Sejn|go SA 100,0>d * % % :500,0>0% %

! J, L L i) i 1
Ll L ) 1 T 1 )
T 8. 8 & § 2 2
= -~

s8jua2s3I0N|y SBINDD 3p %

}
w0
<

(=}
0

Tesis doctorales de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1996



Efectos in vitro de anapsos(polypodium leucotomos) sobre fenotipo celular... Jose Miguel Sempere Ortells.
Volver al indice/Tornar a l'index

de células con baja expresién de dicho receptor (CD8,,) vs FO y LPS+PHA
(p<0’001). La adicién de Anapsos a LPS+PHA, tiende a disminuir el porcentaje de

células CD8,,, y a aumentar el de células CDg,;, (Fig.12) (Tabla X).

No se produjeron cambios significativos en los porcentajes de expresidn de
c€lulas CD19+ (Fig.10) ni de células CD4+CD45Ra+ (Fig.11), para las diferentes

condiciones de estimulacién.
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V.- DISCUSION
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V-DISCUSION

En 1986, fue propuesta una subdivisién mayor de los linfocitos T cooperadores
CD4+ de ratén, basada en diferencias en sus patrones de produccién de citocinas.
Hoy se acepta que los clones de linfocitos T de la subpoblacién TH1, sintetizan y
secretan entre otras citocinas interleucina-2 e interferén-gamma, pero no interleucina-4
ni interleucina-5, mientras que los clones de linfocitos T de la subpoblacién TH2
producen entre otras IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 pero no IL-2 ni INF-y; una tercera
subpoblacién de linfocitos T, la THO, sintetiza un patrén mixto de dichas citocinas

(185).

Diversos autores han aislado clones de linfocitos T humanos, similares a los
THO, TH1 y TH2 del ratén, hablando de patrones de citocinas THO-like, TH1-like
y TH2-like. Algunos de estos autores han comprobado ademds que dichos patrones
pueden acumularse en los tejidos o en la sangre periférica de pacientes con distintas
enfermedades, siendo el patrén distinto dependiendo de la enfermedad en cuestién,
y comprueban que la inmunizacién de los pacientes con agentes diferentes evoca
respuestas distintas, TH1 o TH2 . Asi, tras la primoactivacién, los linfocitos T
"naive" solo prdducen IL-2; a los pocos dfas de haberse activado se transforman en
c€lulas THO, las cuales dependiendo del tipo de antigeno estimulante y tras varios dias
de exposicién al mismo, se transforman en células TH1 o TH2. La subpoblacién TH1
representa a las células efectoras mds importantes en reacciones inflamatorias

asociadas a respuestas vigorosas de hipersensibilidad retardada, pero con baja
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producci6n de anticuerpos, tal como ocurre por gjemplo en la dermatitis por contacto
o en infecciones debidas a algunas bacterias intracelulares. El fenotipo funcional de
la mayor parte de los clones TH2, no se asocia a respuestas de hipersensibilidad
retardada, pero si a produccién persistente de anticuerpos (incluyendo IgE) y
eosinofilia, tal como ocurre en infecciones helminticas en humanos, y en la alergia

(203,210,227).

Numerosas enfermedades (Artritis Reumatoide, Enfermedad de Crohn,
enfermedad de Lyme) se han asociado con produccién excesiva "in vitro” de citocinas
inflamatorias como la IL-1f y el TNF-a, y otras enfermedades como el SIDA o el
lupus eritematoso sistémico, se han asociado con una produccién disminuida de
citocinas TH1-like como la IL-2 y el INF-y (40). El efecto que determinados
farmacos como el metrotexate, ejercen como restauradores de este desequilibrio, se
ha relacionado en determinados casos con una mejorfa clinica de los bacientes (308).
También hay estudios que demuestran que la disfuncién que se produce en la
liberacién de citocinas durante la infeccién viral, puede ser la responsable de la

supresion de la respuesta inmune que acompada a determinadas infecciones virales

(309).

Dado pues que las citocinas juegan un papel importante en la homeostasis
inmunoldgica, la determinacién de variaciones en sus niveles puede ser importante
para una mejor comprensién de las alteraciones inmunolégicas que acompafian a

distintas enfermedades (76). Es por ello, por lo que basdndonos en los diversos
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estudios que apoyan un papel de Anapsos como potencial inmunomodulador,

decidimos iniciar el presente trabajo.

Estudios previos (299) "in vitro" con PBMNc de controles sanos estimuladas
con ConA demostraron una supresién dosis dependiente de la proliferacién al afadir
Anapsos al cultivo, asi como una inhibicién dosis dependiente en la secrecién de IL-2.
En ambos casos, la supresién fue mdxima con las dosis de 500 y -1000 pg/ml de
Anapsos. La medicién de citocinas como la IL-1a, IL-1B, IL-6 y TNF-a en los
sobrenadantes de cultivo, demostré un incremento dosis dependiente en la secrecién
de dichas citocinas, cuando las PBMNCc fueron estimuladas con Anapsos y ConA; este
incremento resulté mdximo con dosis de 500-1000 pg/ml. Cuando las células se
estimularon con Anapsos solo (sin ConA) a razén de 1000 pg/ml, se produjo
igualmente un incremento con respecto al control sin estimulacion, en la secrecién de

dichas citocinas, aunque los niveles obtenidos fueron mucho mas bajos.

En el presente trabajo hemos mostrado que Anapsos "in vitro" a dosis
consideradas efectivas cuando se usan in vivo (<500 pg/ml), es capaz de estimular
la proliferacién de PBMNc de sujetos sanos en cultivo y de aumentar la secrecidn de
IL-2 a lo largo de toda la cinética de la curva, con niveles mdximos de citocina a las
72 horas de cultivo, que coinciden con el tiempo de maxima respuesta proliferativa.
Un efecto de estimulacién de la proliferacién ya ha sido referido en estudios previos

(296).

106

Tesis doctorales de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1996



Efectos in vitro de anapsos(polypodium leucotomos) sobre fenotipo celular... Jose Miguel Sempere Ortells.

Por otro lado, Anapsos es capaz de reducir, al menos inicialmente, la
liberacién de IL-1B al medio, y tiende a disminuir los niveles de TNF-a en las

primeras 12 horas de cultivo.

La disparidad manifiesta entre los resultados de nuestro estudio y los obtenidos
en el estudio citado previamente (299), creemos que se debe bisicamente a las
diferencias metodoldgicas entre ambos. El mitégeno utilizado para la estimulacién y
las dosis de Anapsos empleadas, son distintas. De hecho, cuando nosotros utilizamos
dosis superiores del producto, en el caso de la proliferacién también observamos una
tendencia a la supresién, pero que en ningun caso llega a ser significativa. Por otro
lado hay que tener en cuenta que el efecto de estimulacién sobre la proliferacién se
hace evidente cuando las células son estimuladas solo con Anapsos, quedando dicho
efecto enmascarado en la co-estimulacién con los otros mitégenos utilizados; los
autores del trabajo previo no midieron el efecto que Anapsos por sf solo podia ejercer

sobre dicho pardmetro (299).

En cuanto al efecto diferente del producto sobre los niveles obtenidos de
citocinas inflamatorias como la IL-1 B o el TNF-« en ambos estudios, creemos que
ademds puede haber sido decisivo el hecho de que los autores del mencionado estudio
(299) han utilizado un solo punto en el tiempo, para comparar los niveles de una
misma citocina en condiciones distintas de estimulacién. Asi por ejemplo, si nos
fijamos en la cinética completa de la IL-1B obtenida en el presente estudio (Fig.4),
Se comprueba que hay dos grupos de curvas diferentes. Uno de ellos corresponde a

las dos curvas en las que la estimulacién se ha hecho con LPS solo o con LPS +PHA;
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el otro corresponde a estas mismas curvas pero afiadiendo Anapsos al cultivo. Las dos
curvas sin Anapsos obtienen un méximo de produccién a las 12 horas, mientras que
al anadir éste, se produce un enlentecimiento o retraso en la liberacién de la IL-1B
al medio de cultivo, de modo que ambas curvas alcanzan dicho médximo a las 24
horas. Si analizamos un solo punto de corte para las 4 curvas, por ejemplo a las 24
horas, como los niveles obtenidos en las curvas con Anapsos son mayores, podriamos
interpretar erréneamente que Anapsos estd estimulando de algin modo la sintesis o
la liberacién de dicha citocina al medio, cuando en realidad estd ocurriendo justo lo

contrario.

Parte de los hallazgos observados con Anapsos sobre Ia I1-1 B en el presente
estudio, concuerdan con los obtenidos en estudios experimentales en animales tratados

con dicho producto por via oral (300,301).

El hecho de que Anapsos "in vitro" pueda ser capaz de bloquear o retrasar,
al menos inicialmente, Ia produccién o la liberacién de citocinas inflamatorias como
la IL-1B o el TNF-e, puede resultar de interés para explicar como podria estar
actuando el producto desde un punto de vista inmunolégico, al menos parcialmente,
sobre determinadas patologias en las que un aumento e los niveles de dichas citocinas
pudiera estar jugando un papel en la patogenia de las mismas. Asi por ejemplo, la IL-
1 media un importante niimero de Procesos patolégicos asociados a enfermedad, como
puede ser el caso del psoriasis u otras enfermedades (310,311). En el caso de]
psoriasis, el efecto antinflamatorio de extractos vegetales del género Polypodium, ya

ha sido puesto de manifiesto por otros autores (312).
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Por otro lado, es sabido que citocinas como la IL-1-a, la IL-1B y el TNF-a,
juegan un papel importante en la destrucci6n del tejido conectivo, al estimular la
PGE2 y la colagenasa (71). En este sentido, los efectos referidos de Anapsos sobre
laIL-1B y el TNF-«, pueden justificar, también en parte y desde un punto de vista

inmunoldgico, la ya descrita actividad colagenopoyética del producto (306,307).

Igualmente, se ha demostrado el papel que niveles aumentados de IL-1B y/o
TNF-a y subsecuentemente de PGE2, juegan en la patogenia de diversas
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer y la Esclerosis
Muiltiple (313,314), asi como el papel terapéutico de agentes antinflamatorios no
esteroideos en estas enfermedades (315). Desde este punto de vista, aquellos formacos
‘que como en el caso del Anapsos sean capaces de disminuir la produccién o la
liberacién de dichas citocinas, pueden resultar de utilidad en el tratamiento de estas
enfermedades (316). De hecho, diversos autores han podido comprobar en estudios
experimentales realizados con Anapsos, que este compuesto actiia como potencial
agente neurotrdfico y neuroinmunoregulador (300), normalizando las alteraciones
neuroinmunes cerebrales observadas en un modelo animal de enfermedad de
Alzheimer, y revirtiendo la hiperactividad motora y el deterioro del aprendizaje

tipicos de esta enfermedad (301).

De cualquier forma, pensamos que para confirmar definitivamente la
relevancia clinica de los datos anteriores, son necesarios nuevos estudios "in vivo"
que permitan demostrar un efecto mantenido de la droga sobre dichas citocinas, a lo

largo del tiempo.
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En cuanto al INF-y, los resultados obtenidos parecen m4s debidos a la accign
de la PHA, que al propio Anapsos. De hecho, y tal como ocurre en el presente
estudio, ya se ha demostrado que la estimulacién conjunta de PBMNc con
LPS+PHA, reduce Ia produccién de IL-1 sj se compara con LPS solo y aumenta Ia
produccién de INF-y si se compara con PHA sola (317). No obstante, se observa que
cuando a LPS+PHA se afiade Anapsos, se produce un aumento en la significacién
estadistica para el INF-y cuando ambas curvas §€ comparan con LPS solo, que puede
interpretarse como un papel potenciador del producto sobre la accion ejercida por la

PHA en dicha citocina. Lo mismo ocurre con la IL-10.

Desde el punto de vista del INF-y, su aumento puede resultar interesante para
explicar en algin caso y desde un punto de vista inmunolégico, las ya referidas
acciones antitumoral y/0 antivirica del producto (294,295 ,302-304), dado el efecto de
estimulacién que dicha citocina ejerce sobre la inmunidad celular. Este aspecto del

producto se ve reforzado Por su accién incrementadora sobre la IL-2,

El aumento de I1-10 puede resultar interesante, por su efecto coestimulatorio
con otras citocinas (IL-2) en el crecimiento de timocitos, por su conocido efecto
inhibitorio sobre las citocinas inflamatorias, asi como por su efecto estimulante de 1a
inmunidad humoral sobre los linfocitos B (100). El efecto de Anapsos en la

produccién de anticuerpos ya ha sido referido en estudios previos (296).

Anapsos no parece ejercer en principio ningiin efecto apreciable sobre 1la

produccién de IL-4.
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De todo lo expuesto en el presente estudio y fijdndonos en las correlaciones
obtenidas entre las citocinas para las diferentes condiciones de estimulacién (Tablas
VII), se observa que Anapsos no actiia del mismo modo sobre las diferentes citocinas

medidas.

El efecto opuesto e independiente que Anapsos parece ejercer sobre la IL-1 B
y laIL-2 es reforzado por una de las correlaciones del presente estudio que mds llama
la atencién. Cuando nosotros estimulamos las células en cultivo con LPS+PHA, se
observa una correlacién positiva (r=080; p=0’004) que est4 indicando que la accién
de LPS+PHA sobre ambas citocinas es idéntica. Sin embargo, cuando afiadimos
Anapsos a LPS+PHA, dicha correlacién se hace negativa (r=-0’80; p=0’005). Lo
mismo ocurre en el caso de la IL-1B y el INF-y o la IL-1B e IL-10. Del mismo
modo, correlaciones que resultan negativas cuando las células se estimulan sélo con
mitGgenos, se transforman en positivas al afiadir Anapsos al medio de cultivo; éste es

el caso de la IL-10 y el INF-y.

Podemos pues concluir que el producto parece ejercer un efecto opuesto e
independiente sobre la IL-1 pellL-2,IL-1B e INF-y e IL-1PB e IL-10. Sin embargo,
ejerce un efecto similar sobre la IL-10 e INF-v; algunas de estas correlaciones apoyan
un posible efecto sinergistico de Anapsos y PHA sobre la IL-10 y el INF-y. De este
modo, aunque otros estimulos puedan estar envueltos en la autoregulacién de la

produccion de citocinas, Anapsos también ejerce un papel importante en la misma.
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Estos resultados, sugieren un efecto pleiotrépico "in vitro" de Anépsos para
las diferentes citocinas analizadas, que puede deberse a un modo de accién diferente
sobre distintas poblaciones del sistema inmune. Por un lado Anapsos estd ejerciendo
un efecto inhibitorio posiblemente sobre los monocitos, principales células secretoras
de IL-1B y TNF-«; por otro estd estimulando a diversos clones de linfocitos T
(principalmente TH1), o tal vez THO (IL-2, INF-y, IL-10), para que produzcan y/o
Secreten sus citocinas al medio de cultivo. Creemos que serdn necesarios nuevos
estudios en poblaciones celulares separadas, para poder confirmar definitivamente

estos datos.

La citometria de flujo constituye un herramienta muy sensible de identificacién
Y caracterizacién de poblaciones celulares. Una de sus aplicaciones mds comunes en
el campo de la Clinica, incluye el Inmunofenotipado de antigenos de diferenciacién
de superficie celulares (318) . Ademds de determinar el nimero y la funcién de
granulocitos, linfocitos y monocitos, han llegado a ser rutina en e diagndstico y en
la monitorizacién del tratamiento con posibles agentes inmunomoduladores. La
inmunomodulacién de la expresion de antigenos de superficie celulares, puede ser
reconocida como un cambio, en el tiempo, del porcentaje de células positivas para
dichos antigenos y/0 un cambio en la densidad relativa de los mismos (318). El
fenotipo, en ocasiones puede indicar una cierta funcién. Esta correlacién puede
resultar en parte del hecho que muchas de las moléculas de superficie celulares
reconocidas por los anticuerpos monoclonales, juegan un papel especifico en las

funciones de los linfocitos, como es el reconocimiento del antigeno o la lisis de
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células infectadas por virus. Otras de cstas moléculas constituyen marcadores de linea
celular. Otras reflejan madurez o activacion celular o receptores para citocinas (32,34-

37).

Estudios "in vivo" realizados en sujetos sanos, demuestran que Anapsos
incrementa el porcentaje de células CD8+ sin alterar el porcentaje de célﬁlas CD3+
ni el de células CD4+ (296). En un estudio preliminar en pacientes con Esclerosis
Muiltiple, otros autores demuestran también un aumento del porcentaje de células
CD8+, asf como una disminucién del porcentaje de células CD4+CD45R0O+ (298).
Otros autores refieren un efecto del producto sobre células CD8+ en pacientes con

otras patologfas (297).

Nosotros demostramos que Anapsos "in vitro" a dosis terap€uticas incrementa
el porcentaje de linfocitos T, tanto de su poblacién cooperadora como especialmente
de la supresora/citotéxica. El aumento en la coexpresién de células CD4 + y células
CD8+ con antigenos de membrana como el CD25, CD38, y CD45RO, indica que
Anapsos es capaz de inducir igualmente la expresién de marcadores de activacidn en

dichas células.

La disminucién en 1a expresion de marcadores tipicos de linfocitos T
observada en la estimulacién con LPS+PHA, parece ser debida a una’ disminucién
relativa del porcentaje de los linfocitos CD4 + (no activados), a expensas sobre todo

de un aumento en ¢} porcentaje de células CD16+ y en menor grado de linfocitos B,
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La mayor parte de la citotoxicidad dependiente de anticuerpo estd mediada por
células NK y por una pequena subpoblacién de linfocitos T, que expresan CD16 (5).
Este marcador se expresa en mds del 95% de las PBMNc con actividad citotéxica
para distintas lfneas celulares (319). Aproximadamente, entre un 30-50% de las
c€lulas NK también expresan el antigeno CDS8 pero con una intensidad de
fluorescencia baja (320). Los resultados de este estudio demuestran que Anapsos
incrementa el porcentaje de células con expresion de dichos marcadores de membrana,

caracterizadas como citotdxicas.

En resumen, Anapsos "in vitro" puede ejercer un efecto estimulante en la
proliferacién y activacién de linfocitos T y de células NK. Ello permite explicar,
ldesde un punto de vista inmunolégico, los resultados obtenidos con el producto in
Vitro € in vivo de su actividad antitumoral y antivirica (294,295,302-304), y apoya
en parte, los obtenidos en el estudio sobre citocinas, donde se demuestra un efecto
predominante del producto sobre Ia inmunidad celular, potenciando la produccién de
IL-2 e INF-y (321). Otros autores también encuentran este efecto predominante del

producto sobre la inmunidad celular (322).

No obstante, serdn necesarios nuevos estudios para elucidar definitivamente

la relacion existente entre los cambios fenotipicos observados y su funcidn.

Las hormonas esteroideas glucocorticoideas son ampliamente usadas para
suprimir de modo eficaz las manifestaciones de numerosas reacciones inflamatorias

e inmunes. El niimero total de linfocitos T circulantes disminuye marcadamente; el
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nimero de células CD4T se reduce en un mayor grado que el nimero de células
CD8+. Inhiben la respuesta linfoproliferativa in vitro, en parte debido a una lesién
en la sintesis y secrecién de interleucina-2, que mds probablemente es el resultado
indirecto de una produccién suprimida de la IL-1B por los monocitos. El efecto de
los corticosteroides sobre los linfocitos B es menor. La terapia con esteroides no
altera ni la actividad de las células NK, ni la ADCC. Anapsos, al igual que los
esteroides es capaz de frenar, al menos inicialmente, la produccién y/o liberacién de
IL-1B; pero a diferencia de los esteroides y la ciclosporina, €s capaz de ’estimular la
produccion de IL-2 y la proliferacién linfocitaria, o lo que es lo mismo, de ejercer
un efecto opuesto e independiente sobre dicha citocina y la IL-1B. Al contrario que
los esteroides y otras drogas con actividad sobre el Sistema Inmune (Ciclofosfamida,
Azatioprina, Ciclosporina), Anapsos no actia disminuyendo, sino incrementando el
porcentaje de linfocitos T (in vitro), tanto de CD4+, como sobre todo de células
CD8+. Del mismo modo parece actuar sobre c€lulas con potencial actividad ADCC
(CD16+), incrementando su porcentaje. La ciclosporina, por el contrario, parece

centrar su accién exclusivamente sobre los linfocitos T CD4+.

En resumen, el efecto estimulante ejercido por Anapsos "in vivo" e "in vitro"
sobre células del Sistema Inmune con expresion de antigenos de membrana
Caracteristicos de linfocitos T (especialmente de la poblacién CD8 +) y de células
Natural Killer, su efecto incrementador del indice supresor (296) y el efecto
pleiotrépico ejercido sobre diferentes citocinas, confieren al producto una interesante

capacidad inmunomoduladora.
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Las diferencias que a priori parecen existir entre Anapsos y otras drogas
inmunomoduladoras, asi como la ausencia de toxicidad demostrada del producto a las
dosis utilizadas en este estudio, abren enormemente el abanico de posibilidades

terap€uticas del producto en ensayos clinicos.

Concluimos que su buena tolerancia clinica, la ausencia de efectos adversos
demostrada en los diferentes €nsayos clinicos y avalada por la ausencia de
notificaciones de los mismos al Sistema Nacional de Farmacovigilancia durante los
altimos 15 afios, y los hallazgos descritos en este trabajo de investigacidn, confieren
al producto un potencial interesante para evaluar su efecto en determinadas
enfermedades autoinmunes sistémicas, o infecciosas, especialmente viricas, en las que
exista un exceso de produccién de citocinas inflamatorias o un disbalance TH1/TH2,
que pueda estar jugando un papel importante en su patogenia, y sobre todo teniendo
en cuenta que el tratamiento de dicha alteracién inmune con determinados firmacos,

se traduce en muchos casos en una mejoria clinica de la enfermedad.
Por tanto, los resultados del presente estudio, constituyen una puerta abierta
para futuras investigaciones "in vitro" Y a ser posible "in vivo", que permitan

establecer de un modo definitivo el mecanismo o mecanismos de accién del producto

sobre el sistema inmune.
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VI. CONCLUSIONES

Anapsds ejerce un efecto pleiotrépico "in vitro", para diferentes

citocinas.

Anapsos ejerce un efecto inhibitorio sobre los monocitos, principales células

secretoras de IL-1p y TNF-«.

El efecto inhibidor ejercido por Anapsos sobre citocinas de la inflamacién
como la IL-1B o el TNF-e, justifica su actividad colagenopoyética sobre
aquellos tejidos afectados por procesos patolégicos, como el psoriasis o la

dermatitis atépica.
Anapsos ejerce un efecto estimulante sobre diversos clones de linfocitos T,
principalmente TH1 o THO, incrementando la produccién de las citocinas IL-

2, INF-y e IL-10.

Anapsos ejerce un efecto estimulante sobre la proliferacién y activacion de

linfocitos T CD4 +.

Anapsos ejerce un efecto estimulante sobre la proliferacién y activacion de las

poblaciones celulares CD8+ y CD16+ (linfocitos T y células NK).
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7.-  Elefecto de estimulacidn ejercido por Anapsos sobre citocinas TH1-like como
el IL-2 o el INF-vy, junto con su efecto estimulante de la proliferacién y
activacion de linfocitos T y células NK, indica una accién predominante del

producto sobre la inmunidad celular.

8.- El incremento de IL-10 observado con Anapsos, resulta interesante por su
efecto coestimulatorio con otras citocinas (IL-2), como por su conocido efecto

inhibitorio sobre las citocinas inflamatorias.
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